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11. Einleitung
1.1 Epigenetik
1.1.1 Historie der Epigenetik im Rahmen der Kanzerogenese
Die Kanzerogenese ist ein mehrschrittiger Prozess, der sich durch ein Zusammenwirken
von genetischen und epigenetischen Veränderungen begründet (Esteller, 2008; Hanahan
& Weinberg, 2000; Jones & Baylin, 2007). Der Begriff Epigenetik umfasst Alterationen
in der Genexpression, die im Gegensatz zur genetischen Mutation nicht die
Primärsequenz der DNA betreffen (Baylin, 2005; Baylin & Ohm, 2006; Herman &
Baylin, 2003; Jones & Baylin, 2002).
Die Entdeckung einer veränderten DNA-Methylierung in Tumorzellen durch A.P.
Feinberg und B. Vogelstein im Jahr 1983 setzte einen Meilenstein in der Geschichte der
Tumor-Epigenetik (Baylin, 2005; Baylin & Ohm, 2006; Esteller, 2002; Feinberg &
Tycko, 2004; Herman & Baylin, 2003; Jones & Baylin, 2002). Das Tumorgenom wurde
ohne Kenntnis der hypermethylierten CpG-Dinukleotide zunächst als global
hypomethyliert beschrieben und mit einer Aktivierung von Onkogenen assoziiert
(Esteller, 2002). Bereits vorhandene Studien zur methylierungsbedingten Inaktivierung
des X-Chromosoms ermöglichten es, einen Zusammenhang zwischen
Hypermethylierung und verminderter Genexpression herzustellen (Feinberg & Tycko,
2004): 1986 fanden S.B. Baylin und B.D. Nelkin beim Calcitonin-Gen hypermethylierte
Areale, die mit einer reduzierten Calcitonin-Expression in einigen soliden und
hämatopoetischen Neoplasien einhergingen (Esteller, 2002; Feinberg & Tycko, 2004).
1989 prägte A. Bird den Begriff der CpG-Inseln, die er gehäuft in den Promotoren von
autosomalen Genen nachwies. Im selben Jahr erforschte V.   Greger die erste
Hypermethylierung von CpG-Inseln bei einem Tumorsuppressorgen, dem
Retinoblastom-Protein (Rb). Weitere Nachweise von hypermethylierten, inaktivierten
Tumorsuppressorgenen schlossen sich an: 1994 beschrieb J.G. Herman ein inaktiviertes
von Hippel-Lindau-Gen (VHL) beim Nierenzellkarzinom, die Labore von S.B. Baylin
und P.A. Jones entdeckten 1995 die CpG-Insel-Hypermethylierung als häufigen
Mechanismus zur Inaktivierung des Tumorsuppressors p16INK4A (Esteller, 2002). Mit
der Einführung der DNA-Bisulfitbehandlung durch S.J. Clark und Kollegen im Jahr
1994 und der methylierungsspezifischen PCR (MSP) durch J.G. Herman und
Mitarbeiter im Jahr 1996 stehen bis heute sensitive Methoden zur DNA-
2Methylierungsdetektion zur Verfügung, so dass die Liste der hypermethylierten,
inaktivierten Tumorsuppressoren stetig wächst (Esteller, 2002; Feinberg & Tycko,
2004; Herman et al., 1996). Ein Zusammenhang zwischen Histon-Modifikationen und
epigenetischer Inaktivierung wurde erstmalig 1993 durch Histon-H4-Deacetylierung im
inaktiven X-Chromosom von P. Jeppesen und B.M. Turner entdeckt (Feinberg &
Tycko, 2004). 2002 brachten P.A. Jones und Kollegen dann eine aberrante Histon-
Lysin-Methylierung mit der Inaktvierung vom Tumorsuppressor p16INK4A/p14ARF
(CDKN2A) in Karzinomzellen in Verbindung (Feinberg & Tycko, 2004).
Die DNA-Methylierung von Cytosinbasen innerhalb von CpG-Dinukleotiden stellt die
am besten charakterisierte epigenetische Modifikation beim Menschen dar (Esteller,
2003b; Esteller, 2007; Esteller, 2008).
1.1.2 Biologische Rolle der DNA-Methylierung
Die DNA-Methylierung erfolgt an der C5-Position eines Cytosinrings, der sich vor
einer Guanosinbase eines CpG-Dinukleotids befindet und resultiert in der neuen Base
5-Methylcytosin (Bird, 2002). Die Reaktion wird durch DNA-Methyltransferasen
(DNMTs) mit S-Adenosin-Methionin als Methylgruppendonator katalysiert (Baylin,
2005; Herman & Baylin, 2003). Von den DNA-Methyltransferasen ist die DNMT1 für
die Aufrechterhaltung der Methylierung verantwortlich, während DNMT3a und
DNMT3b die De-novo-Methylierung katalysieren (Okano et al., 1998; Okano et al.,
1999).
3Abbildung 1.1: Methylierung an der C5-Position des Pyrimidin-Rings der DNA-Base Cytosin durch die
DNA-Methyltransferase (DNMT) mit S-Adenosyl-Methionin als Methylgruppendonator (modifiziert
nach Herman & Baylin,2003).
5-Methylcytosin kann spontan eine Deaminierung zu Thymidin durchlaufen (Jones &
Baylin, 2002). Die Cytosin-Thymidin-Mutation ist bei fehlender Korrektur für die
geringe Anzahl der CpG-Nukleotide außerhalb von CpG-Inseln verantwortlich (Baylin,
2005). Die CpG-Inseln bestehen aus einer Ansammlung von CpG-Dinukleotiden an
Genpromotoren codierender DNA-Abschnitte und sind meistens unmethyliert, so dass
bei offener Chromatinstruktur und zusätzlichen Transkriptionsfaktoren eine
Genexpression ermöglicht wird (Baylin, 2005; Baylin & Herman, 2000; Bird, 2002).
Als Ausnahmen existieren methylierte CpG-Inseln, die die Bedeutung der
Promotormethylierung mit konsekutiver Geninaktivierung während der
Embryonalentwicklung verdeutlichen: methylierte CpG-Inseln sind beispielsweise mit
der physiologischen Inaktivierung des weiblichen X-Chromosoms und der genomischen
Prägung, dem differenzierten Ausschalten eines elterlichen Allels, assoziiert (Bird,
2002; Esteller, 2007; Esteller, 2008). Eine mehrheitliche Methylierung der übrigen
CpG-Dinukleotide des Genoms verhindert die Transkription repetitiver DNA-
Sequenzen, schädlicher viraler und parasitärer Sequenzen sowie die Transkription von
Transposons (Esteller, 2007; Esteller, 2008; Esteller & Herman, 2002). Außer der
4DNA-Methylierung stellen Histonmodifikationen wichtige Komponenten zur
Regulation der Chromatinstruktur und Genaktivität dar (Baylin, 2005; Galm & Herman,
2005; Herman & Baylin, 2003).
1.1.3 Genregulation durch Histonmodifikationen
Nukleosomen bestehen aus den Histonproteinen H2A, H2B, H3 und H4 mit
umgebender DNA und repräsentieren die Basiseinheit des Chromatins (Jenuwein &
Allis, 2001). Histonacetylierung, Histonmethylierung und andere posttranslationale
Histonmodifikationen bilden einen Histon-Code, der die Chromatinstruktur und
Genaktivität kontrolliert (Jenuwein & Allis, 2001). Die Acetylierung von Histonen
fördert eine offene Chromatinstrukur, die eine Gentranskription ermöglicht;
deacetylierte Histone gehen mit einem kondensierten Chromatin aus dicht gepackten
Nukleosomen einher und verursachen so eine Geninaktivierung (Baylin, 2005;
Jenuwein & Allis, 2001; Jones & Baylin, 2002). Die beschriebenen Modifikationen
werden durch Histonacetyltransferasen (HAT) und Histondeacetylasen (HDAC)
vermittelt (Strahl & Allis, 2000). Methylierungen von Histon H3 über
Histonmethyltransferasen (HMT) sind ebenfalls wichtige Marker zur Unterscheidung
von aktivem und inaktivem Chromatin. Während die Methylierung des Lysin-9-Restes
oder des Lysin-27-Restes von H3 (H3-K9/H3-K27) mit einer Transkriptionshemmung
assoziiert ist, kennzeichnet die Methylierung von Lysin 4 auf H3 (H3-K4) ein aktives
Gen (Baylin & Ohm, 2006; Esteller, 2008; Jenuwein & Allis, 2001).
5Abbildung 1.2: Die Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 bilden das Nukleosom, die Basiseinheit des
Chromatins. Die Abbildung zeigt auf der linken Seite aktives Chromatin, das durch acetylierte Histone
(Ac) sowie durch Methylierung von Lysin 4 (Met-K4) auf H3 gekennzeichnet ist. Die rechte Seite zeigt
inaktives deacetyliertes Chromatin, das eine Methylierung des Lysin-9-Restes (Met-K9) sowie des Lysin-
27-Restes (Met-K27) aufweist. Die Histonacetyltransferase (HAT), die Histondeacetylase (HDAC) und
die Histonmethyltransferase (HMT) acetylieren und methylieren die einzelnen Histonproteine
(modifiziert nach Esteller, 2008).
1.1.4 Epigenetische Veränderungen im Tumorgenom
Das Tumorgenom ist sowohl durch eine globale Hypomethylierung, die codierende
DNA-Regionen, Introns und repetitive Sequenzen involviert, als auch durch eine
Hypermethylierung der promotornahen CpG-Inseln charakterisiert (Baylin, 2005;
Esteller, 2002; Esteller, 2003b; Toyota & Issa, 2005). Die globale Hypomethylierung
6führt zu einer chromosomalen Instabilität, einem Verlust der genomischen Prägung
sowie zu einer Reaktivierung von Transposons und fördert mitotische Rekombinationen
mit Verlust der Heterozygotät (Esteller, 2003b; Galm et al., 2006). Darüber hinaus kann
eine Demethylierung von zentromerischen DNA-Sequenzen zu numerischen
Chromosomenaberrationen in Tumoren beitragen (Esteller & Herman, 2002; Galm et
al., 2006).
Die Hypermethylierung der CpG-Inseln geht einher mit einer Transkriptionsrepression,
die eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Folge hat (Baylin, 2005; Baylin
& Herman, 2000; Herman & Baylin, 2003). Nach der two-hit hypothesis von Knudson
müssen für einen kompletten Funktionsverlust eines Tumorsuppressorgens beide Allele
des Gens inaktiviert sein (Knudson, 2001). Eine CpG-Insel-Hypermethylierung kann
wie eine genetische Mutation der codierenden Region eines Tumorsuppressorallels zum
Verlust einer oder beider Kopien des Gens führen (Galm et al., 2006; Herman & Baylin,
2003; Jones & Baylin, 2002).
Die meisten hypermethylierten Tumorsuppressorgene  sind relativ spezifisch für ihr
Ursprungsgewebe, so dass man mit einem mehrere Gene umfassenden CpG-Insel-
Methylierungsprofil einen Tumor mit einer Spezifität von 70-90 % charakterisieren
kann (Esteller, 2008; Toyota et al., 1999). Den Tumorphänotyp mit gehäuften
Methylierungen bezeichnet man als CpG-Insel-Methylierungsphänotyp (CIMP) (Toyota
et al., 1999; Toyota & Issa, 2005).
Die aberrante Methylierung in Tumorzellen wird über eine Interaktion der DNA-
Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3b aufrechterhalten, wobei nach neueren
Studien DNMT1 auch eine Rolle bei der De-novo-Methylierung haben soll (Jair et al.,
2006; Toyota et al., 1999). Neben den DNMTs tragen Transkriptions-Korepressoren,
Chromatin-modulierende Proteine und Methylcytosin-bindende Proteine (MBP) zur
Geninaktivierung in Tumoren bei (Baylin, 2005; Herman & Baylin, 2003). DNMTs und
MBPs rekrutieren Histondeacetylasen (HDACs) zu den hypermethylierten CpG-
Promotoren, so dass die DNA-Methylierung in Tumoren mit einer deacetylierten,
reprimierten Chromatinstruktur verbunden ist (Baylin, 2005; Galm et al., 2006). Ein
Vergleich des Zusammenwirkens von DNA-Methylierung  und Histondeacetylierung
stellt   die DNA-Methylierung als dominanten Faktor zur Aufrechterhaltung der
Transkriptionsinaktivierung dar (Herman & Baylin, 2003; Jones & Baylin, 2002).
7Die Abbildung 1.3 zeigt die genannten Faktoren und die Unterschiede der DNA-
Methylierung zwischen einer normalen Zelle und einer Tumorzelle:
Abbildung 1.3: DNA-Methylierungsstatus in einer normalen Zelle und in einer Tumorzelle. In einer
normalen Zelle ist die Mehrzahl der CpG-Dinukleotide außerhalb der CpG-Inseln methyliert, während
innerhalb der CpG-Inseln die CpG-Dinukleotide überwiegend unmethyliert sind. In einer Tumorzelle
erfolgt eine Umkehr des Methylierungsstatus: Im Bereich der CpG-Inseln zeigen sich die CpG-
Dinukleotide methyliert, in der Peripherie liegt der Großteil der CpG-Dinukleotide in unmethyliertem
Zustand vor. Im CpG-Inselbereich ist die aberrante Promotormethylierung mit einer
Trankriptionsinaktivierung des jeweiligen Gens verbunden. (weißer Kreis: unmethylierte CpG-
Dinukleotide; schwarzer Kreis: methylierte CpG-Dinukleotide. Rechtecke: Exon 1-3. DNMT: DNA-
Methyltransferase. HAT: Histonacetyltransferase. HDAC: Histondeacetylase. MCP: Methylcytosin-
bindendes Protein. TA: Transkriptionelle Aktivatoren. TR: Transkriptionelle Repressoren, TF:
Transkriptionsfaktoren (modifiziert nach Galm et al., 2006).
8In Tumorzellen zeigen die Promotoren der hypermethylierten CpG-Inseln darüber
hinaus eine Histon-H3-Lysin-9-Methylierung (H3-K9), die eine weitere Interaktion der
DNA-Methylierung mit Histonmodifikationen verdeutlicht (Baylin, 2005; Herman &
Baylin, 2003). Nach Studien von niederen Organismen wie Neurospora und
menschlichen Tumorzellen geht die H3-K9-Methylierung der DNA-Methylierung bei
der Geninaktivierung voraus und scheint die anschließende CpG-Insel-Methylierung
durch Direktion von DNMTs zu den Zielgenen zu regulieren (Bachman et al., 2003;
Jones & Baylin, 2002; Nguyen et al., 2002).
1.1.5 DNA-Hypermethylierung bei hämatopoetischen Neoplasien
Die Hypermethylierung von CpG-Inseln führt bei hämatopoetischen und soliden
Tumoren sowohl zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen als auch zur Alteration
wichtiger zellulärer Signalwege von Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur, Apoptose,
Wachstumsfaktorregulation und Zellinvasion/-adhäsion (Esteller, 2003a; Galm et al.,
2006; Toyota & Issa, 2005). Da fast alle zellulären Signalwege von der CpG-Insel-
Methylierung betroffen sind, scheint diese den betroffenen Zellen einen Wachstums-
und Überlebensvorteil zu verleihen (Esteller, 2003a; Galm et al., 2006). Im Unterschied
zu soliden Tumoren betrifft die Hypermethylierung bei hämatopoetischen Neoplasien
ein anderes Genspektrum (Esteller, 2003a; Galm et al., 2005; Toyota & Issa, 2005).
Die Tabelle 1.1 zeigt die von Hypermethylierung betroffenen Gene verschiedener
zellulärer Signalwege bei der akuten myeloischen Leukämie (AML), der chronisch
myeloischen Leukämie (CML), der akuten lymphatischen Leukämie (ALL), der
chronischen lymphatischen Leukämie (CLL), des multiplen Myeloms (MM) sowie
Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL) (Esteller, 2003a; Galm et al., 2006; Galm et al., 2005;
Melki et al., 1999; Toyota & Issa, 2005; Toyota et al., 2001):
9Tabelle 1.1: Hypermethylierungsbedingte Inaktivierung zellulärer Signalwege bei
hämatopoetischen Neoplasien.
Signalweg Gene Hämatopoetische Neoplasie
Zellzyklus p15
p16
p57
p73
AML, ALL, CLL
ALL, MM, NHL
NHL
AML, ALL, MM
DNA-Reparatur O6MGMT
GSTP1
ALL, NHL
NHL
Apoptose DAPK1 AML, ALL, MM, NHL
Wachstumsfaktorregulation RAR 2
CRBP1
abl
SOCS-1
AML, NHL
AML, NHL
CML
AML, MM
Zelladhäsion/-invasion E-cadherin AML, ALL, MM
Nicht-Signalwege u.a.:
Transkriptionsfaktor HIC1 AML, ALL, CML, NHL
Häufig methylierte Gene bei der AML sind die Zellzyklusregulatoren p15 und p73, die
proapoptotische death-associated protein kinase (DAPK1), die an der Wachstums-
faktorregulation beteiligten Gene retinoic acid receptor ß2 (RAR 2) und cellular
retinol-binding protein (CRBP1), suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1) als
Inhibitor des Janus Kinase/signal transducer and activator of transcription-Signal-
weges (JAK/STAT-Signalweg), der Hormonrezeptor estrogen-receptor (ER), das Zell-
Zelladhäsionsmolekül E-cadherin sowie der Transkriptionsfaktor hypermethylated in
cancer 1 (HIC1), der in den bei DNA-Schäden aktivierten p53-Signalweg involviert ist
(Baylin & Ohm, 2006; Galm et al., 2006; Galm et al., 2005; Melki et al., 1999; Toyota
& Issa, 2005; Toyota et al., 2001).
Eine Interaktion von genetischen und epigenetischen Veränderungen findet man bei der
AML in den Fusionsproteinen AML1-ETO und PML-RAR , die durch Rekrutierung
von DNMTs eine CpG-Insel-Hypermethylierung und damit eine Geninaktivierung
bewirken können (Einzelheiten s. Kapitel 1.2.4.4) (Di Croce, 2005; Liu et al., 2005).
1.1.6 Methoden zur Analyse des DNA-Methylierungsstatus
Die DNA-Methylierung kann bei hämatopoetischen und soliden Neoplasien mit Hilfe
verschiedener Ansätze als Biomarker für eine Tumordetektion dienen (Esteller, 2003a;
Esteller & Herman, 2002; Herman & Baylin, 2003). Frühere Methoden zur DNA-
Methylierungsanalyse verwendeten Methylierungs-sensitive Restriktionsenzyme und
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anschließendes southern blotting mit dem Nachteil, große Mengen hochmolekularer
DNA zu benötigen sowie der mangelnden Fähigkeit der Restriktionsenzyme, alle
methylierten Sequenzen zu erkennen (Galm & Herman, 2005). Grundlage für moderne
Methoden zur DNA-Methylierungsdetektion bildet die Bisulfit-Behandlung, die
genomische DNA mit Natrium-Bisulfit zur Unterscheidung unmethylierter und
methylierter Cytosinbasen behandelt (Galm & Herman, 2005). Dabei durchläuft jedes
unmethylierte Cytosin eine Deaminierung zu Uracil, während methylierte Cytosinbasen
nicht verändert werden (Galm & Herman, 2005; Herman et al., 1996). Bei der
anschließenden Polymeraseketten-Reaktion (PCR) werden Uracil durch Thymidin und
5-Methylcytosin durch Cytosin ersetzt (Galm & Herman, 2005). Auf der Grundlage der
Bisulfitbehandlung und anschließender PCR erlauben Methoden wie Bisulfit-
Sequenzierung, Bisulfit-Restriktions-Analyse, enzymatischer regionaler Methylierungs-
assay (ERMA) und die methylation-sensitive single nucleotide primer extension (Ms-
SNuPE) eine quantitative Aussage über das Methylierungsprofil einer bestimmten
DNA-Region (Galm & Herman, 2005). Die Methylierungs-spezifische PCR (MSP)
beruht ebenfalls auf einem initialen Bisulfitverfahren; die PCR-Amplifikation erfolgt
dann mit zwei verschiedenen Primer-Paaren, die spezifisch für unmethylierte oder für
methylierte Sequenzen sind (Galm & Herman, 2005). Im Gegensatz zu den oben
genannten Methoden benötigt die MSP nur eine geringe DNA-Ausgangsmenge, sie
verzichtet auf radioaktive Materialien und Restriktionsenzyme und ist zudem weniger
arbeits- und kostenintensiv (Galm & Herman, 2005). In die MSP kann DNA aus
Knochenmark, gefrorenen Gewebestücken, peripherem Blut, Körperflüssigkeiten wie
z.B. Sputum und paraffinbehandeltem Gewebe eingebracht werden (Galm & Herman,
2005). Mit einer Nachweisgrenze von 0,1 % für die qualitative Detektion methylierter
DNA-Regionen stellt die MSP die am häufigsten angewandte Methode zur Analyse der
CpG-Insel-Methylierung in primären Patientenproben dar (Galm & Herman, 2005).
Neben der Detektion maligner Zellen kann die DNA-Methylierung auch als Marker für
die prognostische Einschätzung hämatopoetischer Tumore und deren Ansprechen auf
eine zytotoxische Therapie eingesetzt werden (Agrawal et al., 2007; Chim & Kwong,
2006; Esteller, 2007; Esteller, 2008; Grovdal et al., 2007; Herman & Baylin, 2003).
Darüber hinaus stellt die DNA-Methylierung zusammen mit Histonmodifikationen
molekulare Zielstrukturen für eine epigenetisch basierte Therapie hämatopoetischer
Neoplasien dar.
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1.1.7 Epigenetische Therapie hämatopoetischer Neoplasien
Die Reversibilität epigenetischer Alterationen im Gegensatz zu genetischen
Veränderungen bildet die Grundlage für eine pharmakologische Therapie
hämatopoetischer Neoplasien (Galm et al., 2006; Herman & Baylin, 2003). Die DNA-
Methylierung, Histonacetylierung und Histonmethylierung stellen Interventions-
möglichkeiten epigenetischer Pharmaka dar (Esteller, 2008; Jones & Baylin, 2007).
Darüber hinaus könnte man auch die bisher noch nicht erwähnten epigenetischen
Regulationsmechanismen RNA-Interferenz und Proteine der Polycombgruppe zu
Angriffspunkten epigenetischer Therapien werden lassen (Calin & Croce, 2006;
Esteller, 2003b; Garzon et al., 2008; Grubach et al., 2008; Jones & Baylin, 2007; Jost &
Galm, 2007).
Im klinischen Einsatz befinden sich derzeit Inhibitoren der DNA-Methylierung und
Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren). Zu den Inhibitoren der DNA-
Methylierung zählen die Pharmaka 5-Azacytidin (AZA) und 5-Aza-2`-desoxycytidin
(DAC). AZA und DAC hemmen bei Inkorporation in die DNA irreversibel die DNA-
Methyltransferasen (Egger et al., 2004; Issa, 2007; Lubbert, 2000). Von der Inhibition
durch AZA und DAC ist hauptsächlich das DNMT1-Enzym betroffen, das den
Methylierungsstatus des Genoms während der Replikation aufrechterhält (Jost et al.,
2006; Leone et al., 2003). Folglich bezeichnet man AZA und DAC auch als S-Phasen-
spezifische Agenzien, da sie ihre demethylierenden Eigenschaften nur in sich teilenden
Zellen entfalten (Egger et al., 2004; Issa, 2007; Leone et al., 2003). DAC bewirkt durch
Hemmung der DNMTs eine Reaktivierung von Tumorsuppressorgenen, die in einer
Wachstumsinhibition, einer Differenzierungsinduktion oder einer Apoptoseförderung
der malignen Zellen resultieren kann (Jost et al., 2006). So ließ sich beispielsweise in
einer Studie von Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) und
Hypermethylierung des Zellzyklusregulators p15 nach DAC-Behandlung eine Abnahme
der p15-Methylierung bei 9 von 12 Patienten feststellen (Daskalakis et al., 2002). Nach
Absetzen der AZA- oder DAC-Applikation kommt es allerdings zu einer
wiederkehrenden aberranten Promotorhypermethylierung mit folgender Gen-
inaktivierung, so dass eine anhaltende Therapie mit den Cytosinanaloga erforderlich ist,
um die DNA-Methylierung dauerhaft zu inhibieren (Baylin, 2005; Herman & Baylin,
2003).
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Die Abbildung 1.4 zeigt den Wirkmechanismus von AZA und DAC:
5-Azacytidin
Abbildung 1.4: 5-Azacytidin blockiert die Methylierung an der 5`-Position des Cytosinrings durch die
DNA-Methyltransferase (DNMT). Bei Inkorporation von 5-Azacytidin in den DNA-Ring anstelle der
Base Cytosin fungiert 5-Azacytidin als direkter und irreversibler Inhibitor der DNMTs (modifiziert nach
Herman & Baylin, 2003).
AZA und DAC werden in klinischen Studien hauptsächlich bei MDS sowie akuten und
chronischen Leukämien verwendet (Claus et al., 2005; Claus & Lubbert, 2003).
Während frühere Einsätze einer Hochdosis-AZA- bzw. -DAC-Therapie durch die
Zytotoxität limitiert wurden, werden in neueren Studien niedrige AZA- bzw. DAC-
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Dosen mit besserer Verträglichkeit gerade auch bei älteren Patienten erfolgreich
eingesetzt (Claus et al., 2005).
Silverman und Kollegen konnten in einer Phase-III-Studie den positiven Effekt einer
niedrig dosierten AZA-Therapie auf den Krankheitsverlauf und insbesondere die
Lebensqualität von MDS-Patienten nachweisen: Das Gesamtansprechen auf subkutan
appliziertes AZA lag bei 60 % im Vergleich zu 5 % der nur mit einer supportiven
Therapie behandelten Patienten (Silverman & Mufti, 2005). Das mediane Überleben
betrug bei der AZA-Gruppe 20 Monate im Gegensatz zu 14 Monaten der supportiven
Therapie-Gruppe (Silverman & Mufti, 2005). In der Studie konnte AZA ebenfalls die
Zeit bis zur Transformation der MDS in eine AML deutlich verlängern (21 Monate
versus 12 Monate mit supportiver Therapie). Diese Daten trugen zusammen mit einer
gesteigerten Lebensqualität der Patienten entscheidend zur Anerkennung von AZA als
erstem DNMT-Inhibitor für die Therapie von MDS-Patienten aller Risikogruppen
durch die Food and Drug Administration (FDA) im Jahr 2004 in den USA bei (Jost &
Galm, 2007; Silverman & Mufti, 2005). Eine weitere multizentrische Phase-III-Studie
konnte in einer Gruppe von Hochrisiko-MDS-Patienten unter AZA-Behandlung
ebenfalls ein verlängertes Gesamtüberleben von 9,5 Monaten gegenüber der mit
supportiver Therapie behandelten Patienten nachweisen. Diese Studie bewirkte Ende
2008 die Zulassung von AZA zur Behandlung von MDS- und AML-Patienten mit
einem Blastenanteil von 20-30 % und multilineärer Dysplasie für den europäischen
Markt (Fenaux et al., 2009).
Eine Phase-III-Studie zur DAC-Behandlung von MDS-Patienten zeigte ein
Gesamtansprechen auf die DAC-Therapie von 17 %, inklusive 9 % kompletter
Remissionen im Vergleich zu 0 % bei der lediglich mit supportiver Therapie versorgten
Patienten (Kantarjian et al., 2006b). Neben der Lebensqualität konnte DAC auch die
Zeit bis zur Transformation in eine AML auf 12,1 Monate im Gegensatz zu 7,8
Monaten bei supportiver Therapie verlängern (Kantarjian et al., 2006b). In einer
anderen Studie bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie (CML) sprachen
63 % der Patienten in der chronischen Phase, 55 % der Patienten in der Akzelerations-
phase und 28 % der Patienten in der Blastenphase objektiv auf eine DAC-Gabe an
(Kantarjian et al., 2003). Nach den erfolgreichen Phase-III-Studien wurde DAC im Jahr
2006 ebenfalls zur Behandlung von MDS-Patienten in den USA durch die FDA
zugelassen (Jost & Galm, 2007).
14
Die Therapie mit AZA und DAC beinhaltet allerdings einige Nebenwirkungen: Zu
diesen zählen zunächst die unspezifischen toxischen zellulären Effekte, die durch den
Einbau der Cytosinanaloga in die DNA resultieren und bei höheren Konzentrationen
von AZA und DAC auftreten (Egger et al., 2004; Flotho et al., 2009; Herman & Baylin,
2003; Kantarjian et al., 2007). Zudem werden den demethylierenden Pharmaka
mutagene und karzinogene Eigenschaften zugeschrieben, die u.a. mit einer ungezielten
Aktivierung von Genen in  normalen Zellen verbunden sind (Egger et al., 2004). Ein
weiterer Nachteil der AZA- und DAC-Substanzen besteht in ihrer Instabilität in
wässrigen Lösungen; eine Applikation der Pharmaka ist nur parenteral oder subkutan
möglich (Herman & Baylin, 2003).
Deacetylierte Histone bilden den Angriffspunkt für HDAC-Inhibitoren. HDAC-
Inhibitoren können nach ihrer Struktur in 4 Klassen eingeteilt werden: Diese beinhalten
Fettsäuren, Hydroxamsäuren, zyklische Tetrapeptide und Benzamide (Claus & Lubbert,
2003). Von den HDAC-Inhibitoren wurde die Suberoylanilid-Hydroxamsäure (SAHA,
Handelsname Vorinostat®) bereits durch die FDA zur Behandlung von kutanen T-Zell-
Lymphomen zugelassen (Esteller, 2008; Jones & Baylin, 2007).
Tabelle 1.2: Substanzen, die die Histondeacetylierung hemmen.
Struktur HDAC-Inhibitor
Fettsäure Phenylbutyrat
Valproinsäure
Hydroxamsäure SAHA (Suberoylanilid-Hydroxamsäure)
TSA (Trichostatin A)
Zyklisches Tetrapeptid Depsipeptid (FK-228)
Benzamid MS-275
Cl-994
Die alleinige Gabe eines HDAC-Inhibitors kann keine Reexpression von
hypermethylierten Genen bewirken, da die DNA-Methylierung einen dominanten Effekt
auf die transkriptionelle Repression hat (Herman & Baylin, 2003). Durch den Einsatz
eines DNMT-Inhibitors und anschließende Behandlung mit einem HDAC-Inhibitor
kann aber eine synergistische Wirkung bezüglich der Reaktivierung hypermethylierter
Gene erreicht werden (Herman & Baylin, 2003). So konnte die Kombination aus DAC
und Valproinsäure (VPA) in einer Studie bei AML- und MDS-Patienten sowohl eine
DNA-Hypomethylierung als auch eine Acetylierung der Histone H3 und H4 verbunden
mit einer Reaktivierung von p15 induzieren (Garcia-Manero et al., 2006). Ein
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Therapieansprechen von 50 % unter den älteren Patienten der Studie lassen die
Kombination von DNMT- und HDAC-Inhibitoren als eine effektive Behandlungsoption
hämatologischer Neoplasien erscheinen (Garcia-Manero et al., 2006).
1.2 Akute myeloische Leukämie (AML)
1.2.1 Epidemiologie
Die AML ist mit einem Anteil von 25 % die häufigste Leukämieform bei Erwachsenen
in den westlichen Ländern. Mit einem medianen Patientenalter von 65 Jahren stellt die
AML primär eine Erkrankung des älteren Menschen dar. Während die Inzidenz in den
USA bei den unter 65-Jährigen 1,8/100000 Einwohner beträgt und in dieser
Altersgruppe auch weitgehend konstant bleibt, erreicht sie bei den über 65-Jährigen
Werte von 17/100000 Einwohner (Deschler & Lubbert, 2006).
In den meisten Ländern dominiert die AML beim männlichen Geschlecht: In den USA
ergeben sich bei Männern Inzidenzraten von 4,6/100000 gegenüber 3,0/100000 bei
Frauen. Die Überlebensraten bei der AML sind im Vergleich zu anderen Leukämie-
formen sehr gering. In den Jahren 1996-2002 betrug die 5-Jahresüberlebensrate in den
USA für die AML lediglich 21,7. Die 5-Jahresüberlebensrate der AML variiert wie ihre
Inzidenz mit dem Alter. In einer US-Studie von 1975-2000 lag die 5-Jahresüberlebens-
rate der Altersgruppe unter 55 Jahren bei 23 %, bei den über 55-Jährigen sank sie
auf 11 %. Dieselbe Studie belegte einen signifikanten Anstieg der 5-Jahresüberlebens-
rate bei den jüngeren AML-Patienten im Zeitraum von 1975-2000, wohingegen sie bei
den älteren AML-Patienten unverändert niedrige Werte aufwies (Deschler & Lubbert,
2006).
1.2.2 Ätiologie
Bei der Mehrzahl von AML-Patienten lassen sich keine ätiologischen Ursachen
erkennen, so dass man die Leukämie als primäre AML bezeichnet (Kern et al., 2004;
Lowenberg et al., 1999). Es gibt jedoch einige Risikofaktoren, die mit der Entwicklung
einer AML in Verbindung stehen. Zusammengefasst werden die Faktoren unter dem
Begriff der sekundären AML und beinhalten vorausgehende hämatologische und
genetische Erkrankungen, Chemotherapie mit Alkylantien oder Topoisomerase-II-
Inhibitoren, Bestrahlung sowie der Kontakt mit leukämogenen Substanzen wie Benzol
(Deschler & Lubbert, 2006; Kern et al., 2004; Leone et al., 1999; Lowenberg et al.,
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1999). Als vorbestehende hämatologische Erkrankung ist das myelodysplastische
Syndrom (MDS) für 60-70 % aller sekundären AML-Fälle verantwortlich (Leone et al.,
1999). Neben dem MDS können auch myeloproliferative Syndrome und erbliche
Erkrankungen der Hämatopoese wie die Fanconi-Anämie, die paroxymale nächtliche
Hämoglobinurie, die kongenitale Neutropenie und die familiäre Thrombozytopenie für
das Auftreten einer AML prädisponieren (Kern et al., 2004). Zudem besteht bei Kindern
mit Down-Syndrom ein erhöhtes AML-Risiko (Kern et al., 2004).
Etwa 6 % aller AML-Formen sind therapieinduziert durch Zytostatika oder Bestrahlung
(Leone et al., 1999). Nach Therapiebeginn mit alkylierenden Zytostatika kann die AML,
der häufig ein MDS vorausgeht, in einem Zeitraum von 5-10 Jahren auftreten (Kern et
al., 2004; Lowenberg et al., 1999). Gleichzeitig findet man bei der Alkylantien-
induzierten AML oft zytogenetische Alterationen an den Chromosomen 5 und 7
(Leone et al., 1999; Lowenberg et al., 1999). Nach einer Therapie mit Etoposid aus der
Gruppe der Topoisomerase-II-Inhibitoren kann sich eine sekundäre AML bereits
innerhalb von 1-3 Jahren entwickeln (Kern et al., 2004; Leone et al., 1999). Diese
AML-Form entsteht nicht aus einem MDS und ist häufig mit 11q23-chromosomalen
Alterationen assoziiert (Kern et al., 2004; Lowenberg et al., 1999).
1.2.3 Klassifikation
1.2.3.1 FAB-Klassifikation
Die French-American-British-Klassifikation (FAB-Klassifikation) unterteilt die AML
nach der Morphologie und dem Differenzierungsgrad der leukämischen Blasten in
8 Subtypen (Kern et al., 2004; Lowenberg et al., 1999):
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Tabelle 1.3: FAB-Klassifikation der AML (modifiziert nach Lowenberg et al., 1999).
FAB-Subtyp mit
Häufigkeit (%)
Merkmale
M0 (3 %) Akute myeloblastische Leukämie mit minimaler Differenzierung
M1 (15-20 %) Akute myeloblastische Leukämie ohne Ausreifung, gelegentlich sind
Auer-Stäbchen vorhanden
M2 (25-30 %) Akute myeloblastische Leukämie ohne Ausreifung, häufig mit t(8;21)
(bei 40 %) und vielen Auer-Stäbchen
M3 (5-10 %) Akute Promyelozytenleukämie, zu 98 % mit t(15;17) assoziiert,
Promyelozyten mit großen Granula und Auer-Stäbchen
M4 (20 %) Akute myelomonozytäre Leukämie, in 20 % mit 11q23-Alterationen
verbunden
M4eo (5-10 %) Akute myelomonozytäre Leukämie mit abnormen Eosinophilen, bei
80 % nachweisbare inv(16)
M5 (2-9 %) Akute monozytäre Leukämie, bei 20 % 11q23-Alterationen
nachweisbar
M6 (3-5 %) Akute Erythrozytenleukämie
M7 (3-12 %) Akute megakaryozytäre Leukämie
Für die Diagnose einer AML fordert die FAB-Klassifikation einen Blastenanteil von
mindestens 30 % an allen kernhaltigen Zellen im Knochenmark; davon müssen
mindestens 3 % der Blasten in der Peroxidase-Reaktion eine positive Reaktion ergeben
(Kern et al., 2004; Lowenberg et al., 1999). Neben der Morphologie bilden die
Zytochemie und Immunphänotypisierung die Grundlagen der Diagnosestellung der
AML. Genexpressionsanalysen durch Mikroarray-Technik und zytogenetische
Untersuchungen wie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zum Nachweis
chromosomaler Translokationen erlauben eine prognoseorientierte Subtypisierung der
AML (Burchert & Neubauer, 2002; Kuchenbauer et al., 2005). Zudem ermöglichen
molekular- und zytogenetische Analysen wichtige Einblicke in die Pathogenese der
AML.
1.2.3.2WHO-Klassifikation
Die World-Health-Organization-Klassifikation kombiniert die bisher im Rahmen der
FAB-Klassifikation verwandten Methoden Zytomorphologie, Zytochemie und
Immunphänotypisierung mit der Zytogenetik und Molekulargenetik sowie weiteren
klinischen Faktoren. Im Gegensatz zur FAB-Klassifikation setzt die WHO-Einteilung
den Blastenanteil für die Diagnosestellung einer AML auf 20 % herab (Döhner et al.,
2010; Kern et al., 2004).
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Tabelle 1.4: WHO-Klassifikation der AML (modifiziert nach Döhner et al., 2010).
AML mit rekurrenten zytogenetischen und
molekulargenetischen Aberrationen
AML mit t(8;21)(q22;q22); (AML1-
ETO)
APL mit t(15;17)(q22;q11-12); (PML-
RAR ) und Varianten
AML mit abnormen
Knochenmarkeosinophilen
inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q11);
(CBF -MYH11)
AML mit t(9;11)(p22;q23); (MLLT3-
MLL)
AML mit t(6;9)(p23;q34); (DEK-
NUP214);
AML mit inv(3)(q21;q26,2) oder
t(3;3)(q21;q26,2); (RPN1-EVI1)
AML (megakaryoblastär) mit
t(1;22)(p13;q13); (RBM15-MKL1)
Provisorische Entität: AML mit
mutiertem NPM1
Provisorische Entität: AML mit
mutiertem C/EBP
AML mit Myelodysplasie-assoziierten
Veränderungen
AML mit vorangegangenem
myelodysplastischem Syndrom oder
myelodysplastischer/
myeloproliferativer Neoplasie
AML mit Myelodysplasie-assoziierten
zytogenetischen Alterationen
AML mit multilineärer Dysplasie
AML und myelodysplastisches Syndrom,
therapieassoziiert
Alkylantien-assoziiert
Topoisomerase-II-Inhibitor-assoziiert
sonstige Typen
AML ohne weitere Spezifizierung Minimal differenzierte AML
AML ohne Ausreifung
AML mit Ausreifung
Akute myelomonozytäre Leukämie
Akute monoblastäre/monozytäre
Leukämie
Akute erythroide Leukämie, Typ A, B
Akute megakaryozytäre Leukämie
Akute basophile Leukämie
Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myeloides Sarkom
Myeloide Proliferation assoziiert mit dem
Down-Syndrom
Blastische plasmazytoide dendritische
Zellneoplasie
Akute Leukämie ohne sichere
Linienzugehörigkeit
Akute undifferenzierte Leukämie
Akute bilineäre Leukämie
Akute biphänotypische Leukämie
Provisorische Entität: Natürliche
Killerzell (NK)-lymphoblastische
Leukämie/Lymphom
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1.2.4 Pathogenese
Die Pathogenese der AML ist ein komplexer Prozess, der über erworbene genetische,
zytogenetische und epigenetische Alterationen hämatopoetischer Vorläuferzellen zu
einer Transformation von physiologischer Proliferation, Signaltransduktionskaskaden,
Differenzierung und Zellzykluskontrolle führt (Gilliland et al., 2004; Haferlach, 2008;
Licht & Sternberg, 2005). Es resultiert ein Anstieg leukämischer Blasten, der in einer
Verdrängung der normalen Hämatopoese mündet (Lowenberg et al., 1999).
1.2.4.1Hämatopoese
Beim Säugling dient der gesamte Knochenmarkraum der Blutbildung; beim
Erwachsenen beschränkt sich die Hämatopoese nur noch auf das Mark der zentralen
Skelettanteile sowie die proximalen Enden von Humerus und Femur. Die pluripotente
hämatopoetische Stammzelle (HSC) mit der Fähigkeit zur Selbsterneuerung und
Differenzierung stellt den Ursprung der Hämatopoese dar (Kaushansky, 2006;
Rosenbauer et al., 2005). Ausgehend von der HSC entwickelt sich eine Vorläuferzelle
für die lymphatische Zelllinie (common lymphoid progenitor = CLP) und für die
myeloische Zelllinie (common myeloid progenitor = CMP) (Kaushansky, 2006).
Überleben, Proliferation und Differenzierung der hämatopoetischen Progenitorzellen
werden über eine Reihe von Wachstumsfaktoren gesteuert (Kaushansky, 2006). Die
Wachstumsfaktoren sind Glykoproteinhormone, die den Stammzellfaktor (SCF, „Kit“-
Liganden, „steel factor“), den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
Faktor (GM-CSF), den Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF), den
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF), Erythropoetin, Thrombopoetin
und zahlreiche Interleukine (IL) umfassen (Kaushansky, 2006). Ein Schema der
Hämatopoese mit den einzelnen Wachstumsfaktoren zeigt Abbildung 1.5:
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Abbildung 1.5: Von der hämatopoetischen Stammzelle entwickelt sich eine Vorläuferzelle für die
lymphatische Zelllinie (common lymphoid progenitor = CLP) und für die myeloische Zelllinie (common
myeloid progenitor = CMP). Ausgehend von der CMP-Vorläuferzelle entstehen weitere Vorläuferzellen
für Megakaryozyten und Erythrozyten (megakaryocytes and erythrocytes progenitors = MEPs) sowie
eine Vorläuferzelle für Granulozyten und Makrophagen (granulocytes and macrophages = GM). Die
MEP-Vorläuferzelle entwickelt sich schließlich zu einer weiter differenzierten Vorläuferzelle für
Megakaryozyten (megakaryocytic progenitor = MkP) und eine Vorläuferzelle für Erythrozyten
(erythroid progenitor = EP). Ausgehend von der GM-Vorläuferzelle entwickeln sich Vorläuferzellen für
Monozyten (monocyte progenitor = MP) sowie Granulozyten (granulocyte progenitor = GP),
Naturalkiller-Zellen (T-cell and NK-cell = TNK) sowie einer Prä-B-Zelle (B-cell = BCP). Die TNK-Zelle
bildet den Vorläufer für die weitere Entwicklung von T-Zellen (T-cell progenitor = TCP) sowie von
Naturalkiller-Zellen (NK-cell progenitor = NKP). Überleben, Proliferation und Differenzierung werden
von verschiedenen hämatopoetischen Wachstumsfaktoren gesteuert: Stammzellfaktor = SCF,
Thrombopoetin = TPO, Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor = G-CSF, Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor = M-CSF, Erythropoetin = EPO, Interleukine 2, 3, 4, 5, 7, 15 = IL 2, 3, 4, 5, 7, 15
(modifiziert nach Kaushansky, 2006).
Die Wachstumsfaktoren binden als Liganden an spezische Rezeptoren, die auf  der
Oberfläche von hämatopoetischen Progenitorzellen exprimiert werden. Man
unterscheidet 2 Klassen von Wachstumsfaktorrezeptoren: die Rezeptor-Tyrosinkinasen
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mit einer  strukturellen Ähnlichkeit zu Immunglobulinen und die Zytokin-Rezeptor-
Familie, die mit Januskinasen (JAK2) interagiert (Kaushansky, 2006). Mutierte
Wachstumsfaktorrezeptoren tragen über aktivierte Signaltransduktionskaskaden
entscheidend zur autonomen Vermehrung hämatopoetischer Zellen bei (Gilliland et al.,
2004; Licht & Sternberg, 2005).
1.2.4.2 Proliferationsfördernde Mutationen
Die Gene FLT3 und KIT gehören zu den Klasse-III-Rezeptor-Tyrosinkinasen, die aus
einer extrazellulären Liganden-bindenden Region mit Immunglobulin-ähnlichen
Domänen, einer Transmembran- und Juxtamembran-Domäne sowie einer intra-
zellulären Region mit Tyrosinkinase-Funktion bestehen (Frohling et al., 2005; Licht &
Sternberg, 2005; Small, 2006).
FLT3 ist das am häufigsten mutierte Gen bei AML-Patienten; etwa 25 % der Patienten
weisen Duplikationen (internal tandem duplication = ITD) der Juxtamembran-Domäne
(JMD) im Exon 14 und 15 auf (Frohling et al., 2005; Gilliland et al., 2004;
Kuchenbauer et al., 2005). FLT3-ITD-Mutationen finden sich ebenfalls häufig als
„second hit“ bei der akuten Promyelozytenleukämie (APL) mit t(15;17) (Di Croce,
2005; Mrozek et al., 2005). Die ITD-Mutation führt zu einer Liganden-unabhängigen
Rezeptor-Dimerisation mit Autophosphorylierung und anhaltender Aktivierung von
ras/MAPK-/STAT5- und PI3/AKT-Signalwegen,   die die autonome Proliferation
hämatopoetischer Vorläuferzellen stimulieren (Gilliland & Griffin, 2002; Gilliland et
al., 2004; Mrozek et al., 2007; Small, 2006). Durch die ITD wird die autoinhibitorische
Funktion der Juxtamembran-Domäne gehemmt, so dass die Tyrosinkinase im aktiven
Zustand verbleibt (Gilliland & Griffin, 2002).
Etwa 7 % aller AML-Patienten tragen eine Punktmutation der Tyrosinkinase-Domäne
(TKD) von FLT3 (Gilliland & Griffin, 2002). Die TKD-Punktmutation betrifft häufig
die Codons 835 und 836 und bewirkt ebenfalls eine konstitutive FLT3-Aktivierung mit
resultierender Proliferationsförderung (Abu-Duhier et al., 2001; Choudhary et al.,
2005). Darüber hinaus zeigen sich bei 2 % der AML-Patienten Punktmutationen der
JMD, die über eine FLT3-Autophosphorylierung ebenfalls zu einem autonomen
Wachstum der hämatopoetischen Zielzellen führen (Mrozek et al., 2007).
Zusammen mit KIT-Exon-8-Mutationen und Mutationen an Codon 816 der
katalytischen KIT-Domäne bei 20-30 % der AML-Patienten mit t(8;21) oder inv(16)
22
fallen auch genetische Alterationen der RAS-Onkogene in die Gruppe der
proliferationsfördernden AML-Mutationen (Frohling et al., 2005; Licht & Sternberg,
2005). NRAS, KRAS und HRAS gehören zu den GDP/GTP-bindenden Proteinen, von
denen NRAS am häufigsten bei AML-Patienten mutiert ist (Licht & Sternberg, 2005).
Etwa 15 % der AML-Patienten besitzen NRAS-Punktmutationen an den codierenden
Genregionen 12, 13 und 61 (Mrozek et al., 2005). Die Punktmutationen hemmen die
Guanosin-Triphosphat-Hydrolyse (GTP), so dass NRAS im aktivierten, GTP-bindenden
Zustand verharrt und in Folge zu einer autonomen Wachstumsstimulation führt (Mrozek
et al., 2005; Reuter et al., 2000).
Die mehrschrittige AML-Pathogenese umfasst neben proliferationsfördernden
Mutationen der Gene FLT3, KIT und NRAS auch kooperierende  Mutationen von
Transkriptionsfakoren, die die Differenzierung der hämatopoetischen Progenitorzellen
beeinträchtigen (Frohling et al., 2005; Grimwade & Haferlach, 2004; Licht & Sternberg,
2005).
1.2.4.3 Transkriptionsfaktoren und Differenzierungsblock
Die linienspezifischen Transkriptionsfaktoren GATA-1, PU.1 und C/EBP steuern die
Differenzierung hämatopoetischer Vorläuferzellen einer bestimmten Zelllinie, während
allgemeine Transkriptionsfaktoren wie AML1 in die Differenzierung fast aller
Zelllinien involviert sind (Tenen, 2003). GATA-1 fördert die Differenzierung von
Erythrozyten und Megakaryozyten, PU.1 ist an der   Entwicklung multipotenter
myeloischer Vorläuferzellen, Monozyten, Makrophagen sowie B-Zellen beteiligt und
C/EBP steuert Differenzierungsprozesse der Granulopoese (Tenen, 2003).
Die Differenzierung hämatopoetischer Vorläuferzellen induzieren die Transkriptions-
faktoren über verschiedene Mechanismen: Neben positiver Autoregulation der eigenen
Expression und zugehörigen Wachstumsfaktorrezeptoren werden zelllinienspezifische
alternative Wege gehemmt (Tenen, 2003). GATA-1 und PU.1 inhibieren sich z.B.
gegenseitig, indem GATA-1 die PU.1-Interaktion mit seinem Koaktivator c-JUN
verhindert und PU.1 gleichzeitig die DNA-Bindung von GATA-1 blockiert (Zhang et
al., 1999).
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Abbildung 1.6: Die Abbildung demonstriert die wechselseitigen Antagonismen der
Transkriptionsfaktoren GATA-1 und PU.1 während der Differenzierung hämatopoetischer Stammzellen.
Neben einer positiven Autoregulation der eigenen Expression (angedeutet durch die bogenförmig
gestrichelten Pfeile bei GATA-1 und PU.1) hemmt GATA-1 die PU.1-Funktion durch Blockierung der
Interaktion von PU.1 mit seinem Koaktivator c-JUN. Ein Anstieg der PU.1-Expression führt im
Gegenzug zur Inhibition der GATA-1-DNA-Bindung. Abkürzungen in der Abbildung: Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Erythropoetin (EPO) (modifiziert nach Tenen,
2003).
Auch C/EBP kann zu einer Inhibierung von PU.1 führen (Reddy et al., 2002). Ein
weiterer Mechanismus der Differenzierungsinduktion erfolgt über eine
Proliferationshemmung, die C/EBP beispielsweise durch Inhibition des
Zellzyklusregulators E2F erreicht (Tenen, 2003). Die E2F-Blockierung stellt den
wichtigsten Schritt in der C/EBP vermittelten Differenzierung von Granulozyten dar
(Tenen, 2003). 7-11 % aller AML-Patienten tragen C/EBP -Mutationen, die besonders
in den myeloblastischen M1- und M2-Subtypen vorkommen (Tenen, 2003). Punkt-
mutationen der N-terminalen C/EBP -Transaktivierungsdomäne führen zu einer
Überexpression einer   kürzeren 30-kDa-Isoform, die im   Gegensatz zum aktiven
42-kDa-Protein die E2F-Aktivität nicht mehr unterdrücken kann, während C-terminale
Mutationen eine verminderte DNA-Bindung bewirken (Nerlov, 2004; Rosenbauer et al.,
2005). In Folge der C/EBP -Mutationen entwickelt sich ein Block der Granulozyten-
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Differenzierung mit Expansion von myeloischen Progenitorzellen (Tenen, 2003).
GATA-1-Mutationen finden sich fast ausschließlich bei der akuten Megakaryoblasten-
Leukämie (FAB M7) von Kindern mit Down-Syndrom (Gurbuxani et al., 2004).
Ähnlich zu C/EBP betreffen GATA-1-Mutationen die N-terminale Aktivierungs-
domäne und führen in Folge zur Expression einer verkürzten GATA-1-Isoform. Die
GATA-1-Isoform besitzt ein reduziertes Transaktivierungspotential und fördert sowohl
einen Differenzierungsblock als auch abnormes Wachstum der unreifen
Megakaryoblasten (Tenen, 2003).
PU.1-Mutationen lassen sich nach einer Studie bei 7 % aller AML-Patienten
identifizieren und betreffen vor allem den undifferenzierten FAB-Subtyp M0 sowie die
AML-Untergruppen M4 und M5 der monozytären Reihe (Gurbuxani et al., 2004;
Tenen, 2003). Mutationen von PU.1, die in allen Gendomänen vorkommen,
beeinträchtigen wichtige Schritte der Differenzierungsinduktion von PU.1 wie z.B. die
Aktivierung des M-CSF-Rezeptorpromotors oder die Interaktion mit den Kofaktoren
c-Jun und AML1 (Mueller et al., 2002; Rosenbauer et al., 2005).
Fusionierte Transkriptionsfaktoren leisten ebenfalls einen wichtigen Beitrag zum
charakteristischen Differenzierungsblock der AML (Licht & Sternberg, 2005).
1.2.4.4 Fusionierte Transkriptionsfaktoren
Die Translokationen t(8;21), t(15;17), t(16;16) sowie die Inversion inv(16) zählen zu
den balancierten Chromosomenanomalien, die durch Zusammenlagerung von Genen zu
einem pathologischen Transkriptionsfaktorkomplex führen (Kern et al., 2004). Der
core-binding factor (CBF)-Transkriptionsfaktorkomplex besteht aus der DNA-
bindenden Untereinheit AML1 (synonym RUNX1, CBF ) und CBF , die die DNA-
Affinität von AML1 verstärkt (Kern et al., 2004; Lowenberg et al., 1999).
AML1-ETO gilt als Beispiel für einen fusionierten CBF-Transkriptionskomplex, der
durch die Translokation t(8;21)(q22;q22) entsteht (Speck & Gilliland, 2002). Die
Translokation t(8;21) ist bei etwa 7 % der AML-Patienten zu finden und ist besonders
mit dem FAB-Subtyp M2 assoziiert (Tenen, 2003). Das AML1-ETO-Protein unter-
drückt die AML1-vermittelte Transkription wichtiger Gene der hämatopoetischen
Differenzierung wie IL-3, GM-CSF, aber auch C/EBP und PU.1 durch Rekrutierung
eines Korepressorkomplexes, der sich u.a. aus einem nukleären Korepressor (N-CoR)
und einer HDAC zusammensetzt und vom Transkriptionsfaktor ETO gebunden wird
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(Di Croce, 2005). Die zusätzliche Rekrutierung der DNMT1 durch AML1-ETO führt zu
einer epigenetischen Inaktivierung der AML1-Zielgene und verdeutlicht die Ko-
operation von genetischen  und epigenetischen Alterationen in der Pathogenese der
AML (Liu et al., 2005).
Etwa 98 % der Patienten mit akuter Promyelozytenleukämie (APL) sind Träger der
Translokation t(15;17)(q22;q12-21), die das Fusionsprotein PML-RAR erzeugt (Licht
& Sternberg, 2005; Mrozek et al., 2005). PML-RAR zeigt ebenfalls wie AML1-ETO
eine hohe Affinität zu N-CoR/HDAC-Korepressoren und bewirkt über DNMT1 und
DNMT3A eine DNA-Hypermethylierung der Zielpromotoren (z.B. RAR 2), so dass
sowohl die Wachstumssuppressor- und proapoptotische Funktionen von PML als auch
die RAR -vermittelte Differenzierung der myeloischen Vorläuferzellen gehemmt
werden (Di Croce, 2005; Grimwade et al., 2000). All-trans-Retinsäure (ATRA) kann
zusammen mit HDAC-Inhibitoren wie Valproinsäure und demethylierenden Agenzien
den Differenzierungsblock durch PML-RAR lösen (Di Croce, 2005; Licht &
Sternberg, 2005). Bei 1 % der APL-Fälle entsteht durch die Translokation
t(11;17)(q23;q12-21) ein PLZF-RAR -Fusionsgen, das über die PLZF-Domäne
zusätzliche Korepressoren bindet und so resistent gegenüber einer ATRA-Behandlung
ist (Di Croce, 2005; Grimwade et al., 2000; Licht & Sternberg, 2005).
Das auf dem Chromosom 11q23 lokalisierte mixed lineage leukemia gene (MLL-Gen)
ist ein zum Drosophila trithorax-Gen homologer Transkriptionsfaktor, der über seine
Histon-Methyltransferase-Aktivität (HMT) die Expression der Homeobox-(HOX)-
Gengruppe reguliert (Di Croce, 2005; Kern et al., 2004). Durch 11q23-Translokationen
entstehen Fusionsgene von MLL mit zahlreichen Partnern, die zu einer verstärkten
Expression der an der Hämatopoese beteiligten HOX-Gene führen (Licht & Sternberg,
2005). Das Fusionsgen MLL-AF9, das durch die Translokation t(9;11)(p22;q23)
entsteht, hat mit 43 % den größten Anteil der 11q23-Aberrationen (Kern et al., 2004;
Mrozek et al., 2005).
Die mit den fusionierten Transkriptionsfaktoren verbundenen Translokationen und
Insertionen sind Beispiele für zytogenetische Alterationen, die eine prognoseorientierte
Einteilung der AML erlauben.
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1.2.4.5. Zytogenetische Alterationen und Prognose
Der Karyotyp stellt den wichtigsten Faktor für die Prognose von AML-Patienten dar
(Grimwade et al., 2001; Grimwade et al., 1998; Mrozek et al., 2005). Ausgehend vom
Karyotyp unterteilt man die AML in eine Gruppe mit günstiger Prognose, eine Gruppe
mit intermediärer Prognose und eine Gruppe mit ungünstiger Prognose (Grimwade et
al., 1998).
Die Gruppe mit günstiger Prognose umfasst die balancierten Translokationen
t(8;21)(q22;q22) mit AML1-ETO, inv(16)(p13;q22) und t(16;16)(p13;q22) assoziiert
mit CBF -MYH11 sowie t(15;17)(q22;q12-21) mit PML-RAR . Diese
Chromosomenaberrationen treten bei 13,4 % aller AML-Patienten auf und führen bei
den betroffenen Patienten häufig zu einer kompletten Remission und 5-Jahresüberleben
(Grimwade et al., 1998; Kern et al., 2004). Bei 70 % der t(8;21)-positiven Patienten
finden sich zusätzliche zytogenetische Anomalien, am häufigsten Verluste eines X- oder
Y-Chromosoms, Deletionen am langen Arm von Chromosom 9 (del(9q)) und die
Trisomie 8, die ebenfalls bei einem Drittel der Patienten mit t(15;17) auftritt (Kern et
al., 2004; Mrozek et al., 2005). Etwa 30 % der AML-Fälle mit inv(16)/t(16;16) weisen
als sekundäre Chromosomenanomalien die Trisomien 8/21/22 oder die Deletion del(7q)
auf . Die bei t(8;21) und inv(16) auftretenden KIT-Mutationen sind mit einer erhöhten
Rezidivrate verbunden (Mrozek et al., 2005).
Die Gruppe mit intermediärer Prognose beinhaltet Patienten mit Verlust des Y-
Chromosoms bzw. mit isolierter Trisomie 8/11/13/21, Deletionen der Banden 7q, 9q,
11q und 20q sowie die Translokation t(9;11) der Bande 11q23 (Grimwade et al., 1998;
Mrozek et al., 2005). Etwa 4 % der AML-Patienten tragen Aberrationen der Bande
11q23. Während die Translokation t(9;11)(p22;q23) mit dem MLL-AF9-Fusionsgen
eine intermediäre Prognose hat, werden die Translokationen t(6;11)(q27;q23) mit
MLL/AF6 und t(11;19)(q23;p13.1) mit MLL-ELL zur Gruppe mit schlechter Prognose
gerechnet (Mrozek et al., 2005). Auch Aberrationen des langen Arms von Chromosom
3 (inv(3)(q21;q26)/t(3;3)(q21;q26)) sowie Verluste der Chromosomen 5 und 7
(Monosomie 5/7) und die Deletion del(5q) sind mit einer schlechten Prognose assoziiert
(Grimwade et al., 1998; Mrozek & Bloomfield, 2006). Patienten mit einem komplex
aberranten Karyotyp, der durch 3 oder mehr Chromosomenanomalien definiert ist,
zählen ebenfalls zur Gruppe mit ungünstiger Prognose (Kern et al., 2004).
Insgesamt lässt sich feststellen, dass die Häufigkeit von unbalancierten Veränderungen
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an den Chromosomen 5 und 7 sowie komplexe Aberrationen im Alter von über 60
Jahren deutlich ansteigt, was u.a. die schlechtere Prognose älterer AML-Patienten
erklärt (Appelbaum et al., 2006; Bacher et al., 2005; Laubach & Rao, 2008).
Die Tabelle 1.5 gibt einen Überblick über die Prognosen für verschiedene
zytogenetische Risikogruppen:
Tabelle 1.5: Zytogenetische Risikogruppen (modifiziert nach Mrozek & Bloomfield, 2006).
Gruppe mit günstiger Prognose:
Balancierte Aberrationen t(8;21)(q22;q22)
inv(16)(p13q;22)/t(16;16)(p13;q22)
t(15;17)(q22;q12-21)
Gruppe mit intermediärer Prognose:
Balancierte Aberrationen t(9;11)(p22;q23)
Unbalancierte Aberrationen del(7q), del(9q), del(11q), del(20q)
Numerische Aberrationen -Y, +8, +11, +13, +21
Normaler Karyotyp
Gruppe mit ungünstiger Prognose:
Balancierte Aberrationen t(6;11)(q27;q23)
t(11;19)(q23:p13.1)
inv(3)(q21;q26)/t(3;3)(q21;q26)
Unbalancierte Aberrationen del(5q)
Numerische Aberrationen -5, -7
Normaler Karyotyp
Patienten mit normalem Karyotyp besitzen eine intermediäre Prognose und bilden mit
einem Anteil von 40-45 % die größte zytogenetische Untergruppe (Bacher et al., 2005).
Innerhalb dieser Gruppe stellen genetische Mutationen wichtige Marker für die weitere
prognostische Differenzierung dar (Mrozek et al., 2005).
1.2.4.6MolekulargenetischeMarker bei normalem Karyotyp
Heterozygote Mutationen an Exon 12 des nucleophosmin-member-1-Gens (NPM1) sind
mit 46-62 % die häufigste genetische Alteration bei Patienten mit normalem Karyotyp
(Mrozek & Bloomfield, 2006). NPM1 ist ein bewegliches, überwiegend im Zellkern
lokalisiertes Protein, das durch Exon-12-Mutationen abnorm im Zytoplasma exprimiert
wird (Falini et al., 2006). In Folge der abnormen Lokalisation kommt es möglicherweise
zur Störung der physiologischen NPM1-Funktion, die u.a. die Regulation des alternate-
reading frame protein (ARF) und des p53-Tumorsuppressorweges beinhaltet (Mrozek
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et al., 2007). Alleinige NPM1-Mutationen sind mit hohen Raten von kompletter
Remission (CR) und verlängertem Gesamtüberleben (OS) assoziiert, während die bei
40 % der NPM1-Träger zusätzlich vorkommenden FLT3-ITD-Alterationen eine
schlechte Prognose haben (Haferlach, 2008; Mrozek et al., 2007). Neben isolierten
NPM1-Mutationen führen auch C/EBP -Mutationen, die bei 15-20 % der Patienten mit
normalem Karyotyp vorkommen, zu einer signifikant besseren kompletten
Remissionsdauer (CRD) und einem längeren Gesamtüberleben (OS) (Frohling et al.,
2004; Lowenberg, 2008; Mrozek & Bloomfield, 2006).
FLT3-ITD-Mutationen finden sich bei 40 % der Patienten mit normalem Karyotyp und
sind besonders bei einem Verlust eines physiologischen FLT3-Allels oder einem hohen
Verhältnis von mutiertem FLT3 zum Wildtyp FLT3 mit einer signifikant kürzeren
kompletten Remissionsdauer (CRD), einem kürzeren krankheitsfreien Überleben sowie
Gesamtüberleben (DFS/OS) verbunden (Bacher et al., 2005; Haferlach, 2008; Mrozek
et al., 2005). Die Prognose der FLT3-TKD-Mutationen wird derzeit kontrovers
diskutiert und scheint von kooperierenden Alterationen abzuhängen (Haferlach, 2008).
Eine partielle Tandemduplikation (PTD) des MLL-Gens tragen 5-10 %  der AML-
Patienten mit normaler Zytogenetik (Mrozek  & Bloomfield, 2006). Die MLL-PTD
dupliziert die Exone 5-11 bzw. die Exone 5-12, ist mit einer schlechten Prognose
assoziiert und stellt einen prognostisch relevanten Marker für die komplette
Remissionsdauer dar (CRD) (Mrozek et al., 2007).
Das brain and acute leukemia cytoplasmatic-Gen (BAALC), das in Geweben  von
Neuroektoderm und hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert wird, ist bei
Überexpression ein prognostisch schlechter Marker für die komplette Remissionsdauer
(CRD), für krankheitsfreies Gesamtüberleben (DFS/OS) und für das Ansprechen einer
initialen Induktionschemotherapie (Mrozek et al., 2007). Auch eine hohe Expression
des ets-related Gens (ERG) führt zu einer klinisch ungünstigen Prognose innerhalb der
Patientengruppe mit normalem Karyotyp (Mrozek & Bloomfield, 2006).
NRAS-Mutationen scheinen nach einer neueren Studie keinerlei Einfluss auf die
Prognose von AML-Patienten mit normaler Zytogenetik zu besitzen (Bacher et al.,
2006).
Die zytogenetischen und molekulargenetischen Marker erlauben nicht nur eine
prognoseorientierte Einteilung der AML, sondern bilden auch eine wichtige Grundlage
für die Therapie. Die Tabelle 1.6 fasst die wichtigsten und derzeit klinisch relevanten
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zytogenetischen und molekulargenetischen Marker als Grundlage einer risiko-
adaptierten AML-Therapie zusammen:
Tabelle 1.6: Risikoadaptierte AML-Klassifikation anhand zyto- und molekulargenetischer
Marker (modifiziert nach Döhner et al., 2010).
Risikogruppe Zyto- und molekulargenetischeMarker
Günstig t(8;21)(q22;q22); AML1-ETO
inv(16)(p13;q22)/t(16;16)(p13;q22); CBF -MYH11
NPM1-Mutation ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
C/EPB -Mutation (normaler Karyotyp)
Intermediär NPM1-Mutation und FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
Wildtyp NPM1 mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
t(9;11)(p22;q23) ; MLL-AF9-Fusionsgen
Ungünstig t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
inv(3)(q21;q26)/t(3;3)(q21;q26); RPN1-EVI1
t(6;11)(q27;q23); MLL-AF6-Fusionsgen
t(11;19)(q23;p13,1); MLL-ELL-Fusionsgen
-5/del(5q); -7;
komplexer Karyotyp
1.2.5 Therapie
Den Grundstein der AML-Therapie bildet die (Poly)-Chemotherapie, die sich in eine
Induktions- und eine Postremissionsphase gliedert (Döhner et al., 2010; Kolitz, 2006;
Tallman, 2005).
Die Induktionschemotherapie beinhaltet als Standardregime Zyklen mit einem 7-tägigen
Einsatz von Zellzyklus-spezifischen Cytarabin (Ara-C) und eine 3-tägige Gabe eines
Anthrazyklins („7+3-Regime“) (Döhner et al., 2010; Kantarjian et al., 2008; Kolitz,
2006; Laubach & Rao, 2008). Unter diesem Standardregime erreichen 60-80 % der
jüngeren Patienten (< 55 Jahre) und 40-55 % der älteren Patienten (> 55 Jahre) eine CR
(Tallman, 2005).
Die Postremsissions-Phase orientiert sich am zytogenetischen und molekular-
genetischen Risikoprofil, aber auch das Alter der Patienten sowie die Anzahl der Zyklen
an Induktionschemotherapie bis zum Erreichen einer CR werden berücksichtigt (Kolitz,
2006).  Eine Hochdosis-Ara-C-Chemotherapie (HiDAC) mit zusätzlicher autologer oder
allogener Stammzelltransplantation (SZT) bilden das Standardregime der
Postremissionsphase (Döhner et al., 2010). Patienten mit günstigem zytogenetischem
und molekulargenetischem Risikoprofil unter 60 Jahren erhalten in erster Linie eine
intensive HiDAC evtl. kombiniert mit einer autologen SZT; eine allogene SZT wird
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aufgrund der Risiken einer vorausgehenden myeloablativen Konditionierung erst bei
einem Rezidiv empfohlen (Döhner et al., 2010; Tallman, 2005). Patienten mit
intermediärer Zyto- und Molekulargenetik profitieren von 3-4 Zyklen HiDAC, gefolgt
von allogener SZT, während bei jüngeren Patienten mit ungünstiger zyto- und
molekulargenetischer Risikokonstellation eine direkt an die Induktionschemotherapie
anschließende allogene SZT mit höherem disease-free survival (DFS) verbunden ist
(Döhner et al., 2010; Kolitz, 2006). Für ältere Patienten (> 60 Jahre) mit häufig
ungünstiger Zytogenetik und Resistenz gegen eine Induktionschemotherapie kann
neben dem Standardregime der bisher nur in den USA und in Japan bei rezidivierter
AML zugelassene CD33-Antikörper Gemtuzumab-Ozogamicin oder eine allogene SZT
mit einer Dosisreduktion der zytotoxischen Konditionierungstherapie als Alternative
angeboten werden (Döhner et al., 2010). Älteren Patienten, deren Komorbiditäten keine
Applikation einer Hochdosischemotherapie mehr erlauben, steht eine niedrig dosierte
subkutane Ara-C-Applikation als supportive Therapie zur Verfügung. Bei AML mit
einem Blastenanteil von 20-30 % stellt AZA für das ältere Patientenkollektiv ebenfalls
eine Alternative dar (Döhner et al., 2010).
Die Induktions- und Postremissionstherapie der APL gilt als das erste Modell einer
zielgerichteten Therapie auf der Basis von molekularen Markern.
Das Pharmakon All-trans-Retinsäure (ATRA) bildet die Grundlage zur Überwindung
des Differenzierungsblocks, der bei der APL durch das Fusionsgen PML-RAR
verursacht wird (Haferlach, 2008). In Kombination mit einer Anthrazylin-Chemo-
therapie können durch den Einsatz von ATRA 70-85 % der Patienten geheilt werden.
Anschließend folgt eine 2-jährige Erhaltungstherapie mit 6-Mercaptopurin, Methotrexat
und ATRA (Haferlach, 2008; Kantarjian et al., 2008; Tallman, 2005).
Weitere zielgerichtete Therapieansätze verschiedener Subentitäten der AML werden in
der Tabelle 1.7 zusammengefasst:
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Tabelle 1.7: Zielgerichtete Therapie verschiedener Subentitäten der AML (modifiziert nach
Haferlach,2008; Kolitz,2006).
Molekularer AML-
Marker
Substanzen Wirkmechanismus
CBF-Leukämien Epigenetische Pharmaka:
AZA, DAC, SAHA
Demethylierung,
Histonhyperacetylierung
c-Kit-Mutationen Tyrosinkinase-Inhibitoren:
Imatinib, Dasatinib
Inhibition der c-Kit
Autophosphorylierung
FLT3-Mutationen FLT3-Inhibitoren:
Tandutinib (MLN518),
PKC412, Sorafenib
Reduktion der
Zellproliferation,
Anstieg der Apoptose
MLL-PTD Epigenetische Pharmaka:
AZA, DAC, SAHA
Demethylierung,
Histonhyperacetylierung
RAS-Mutationen Farnesyltranferase-Inhibitoren:
Tipifarnib, Ionafarnib
Inhibition der RAS-Bindung
an die Zellmembran
PML-RAR Retinoide:
ATRA
Induktion der Differenzierung
1.3 Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6
1.3.1 GATA-Genfamilie
Die GATA-Genfamilie besteht bei Säugetieren aus 6 Transkriptionsfaktoren (Patient &
McGhee, 2002). Die GATA-Transkriptionsfaktoren besitzen jeweils zwei DNA-
bindende Zinkfinger, die die Sequenz (A/T)GATA(A/G) erkennen (LaVoie, 2003;
Patient & McGhee, 2002). Ausgehend von der Proteinstruktur und der Expression in
verschiedenen Gewebetypen unterteilt man die GATA-Familie in zwei Gruppen:
GATA-1, -2 und -3 bilden eine Untergruppe, die hauptsächlich in hämatopoetischen
Stammzellen exprimiert wird (Molkentin, 2000; Patient & McGhee, 2002). GATA-1
übernimmt mit dem Kofaktor friend of GATA-1 (FOG-1) eine wesentliche Rolle in der
Differenzierung von Erythrozyten und Megakaryozyten sowie von Eosinophilen und
Mastzellen (Laverriere et al., 1994; Molkentin, 2000; Patient & McGhee, 2002).
GATA-2 ist ebenfalls an der Entwicklung von erythroiden und myeloischen
Progenitoren beteiligt und aktiviert den für die Erythrozytenreifung wichtigen
Transkriptionsfaktor SCL/Tal-1 (Patient & McGhee, 2002). GATA-3 steuert die
terminale Differenzierung von T-Helferzellen (Th2-Zellen) und ist in die fetale
Hämatopoese der Leber involviert (Patient & McGhee, 2002). Darüber hinaus sind die
Transkriptionsfaktoren GATA-1, -2 und -3 mit der Entwicklung von Strukuren des
Nervensystems und des Genitaltraktes assoziiert (LaVoie, 2003; Patient & McGhee,
2002).
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Als weitere Untergruppe der GATA-Genfamilie regulieren GATA-4, -5 und -6 die
Genexpression in Organen des Endo- und Mesoderms (Molkentin, 2000). Jedes GATA-
4, -5 und -6-Protein weist zwei benachbarte Zinkfinger des Motivs -Cys-X2-Cys-X17-
Cys-X2-Cys- mit angrenzenden basischen Aminosäuren (AS) auf (Molkentin, 2000;
Morrisey et al., 1997; Pikkarainen et al., 2004). Die GATA-4/-5/-6-Gruppe ähnelt sich
zu 80-90 % in der AS-Sequenz der C- und N-terminalen Zinkfinger und der
umgebenden basischen Regionen (Molkentin, 2000; Pikkarainen et al., 2004). Darüber
hinaus besitzt die DNA-Erkennungsdomäne des C-terminalen Zinkfingers von GATA-
4, -5 und -6 eine hohe Homologie zu den übrigen Transkriptionsfaktoren der GATA-
Genfamilie (Pikkarainen et al., 2004). Die DNA-Bindung erfolgt bei allen GATA-
Faktoren an die komplementäre (A/T)GATA(A/G)-Sequenz; analog zu den unter-
schiedlichen Funktionen der GATA-Gene in einem Gewebetyp können aber auch
alternative DNA-Sequenzen gebunden werden: GATA-6 dockt beispielsweise neben
dem GATA-Motiv auch an komplementäre Sequenzen der Basenfolge GATT oder
GATC an, wobei sich eine Bindungspräferenz der Basenfolgen GATA>GATT>GATC
ergibt (Molkentin, 2000).
Bei GATA-4 dient hauptsächlich der C-terminale Zinkfinger der DNA-Bindung, die in
ihrer Stabilität und Spezifität vom N-terminalen Zinkfinger beeinflusst wird (Molkentin,
2000; Morrisey et al., 1997; Pikkarainen et al., 2004). Die an den C-terminalen
Zinkfinger angrenzende basische Region (AS 251-324) von GATA-4 beinhaltet eine
Kern-Lokalisationsdomäne (nuclear localization sequence = NLS-Domäne) (Morrisey
et al., 1997). Der Großteil an Protein-Protein-Interaktionen mit GATA-Kofaktoren wird
über den C-terminalen Zinkfinger vermittelt, während der N-terminale Zinkfinger die
FOG-Transkriptionsfaktoren bindet (Pikkarainen et al., 2004). Die FOG-1- und -2-
Transkriptionsfaktoren können je nach zellulärem Kontext als Koaktivatoren oder
Korepressoren der GATA-Gene fungieren (LaVoie, 2003). Im N-terminalen Part des
GATA-4-Proteins befinden sich zwei getrennte Transkriptionsaktivierungsdomänen
(TAD) mit den AS 1-74 und 130-177 (LaVoie, 2003; Morrisey et al., 1997). Die zwei
TAD-Domänen lassen sich ebenfalls im N-terminalen Part von Xenopus-GATA-5 und -
6 nachweisen, so dass man innerhalb der GATA-4/-5/-6-Gruppe von ähnlichen
Mechanismen zur Transkriptionsaktivierung ausgehen kann (LaVoie, 2003; Morrisey et
al., 1997).
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Die Abbildung 1.7 stellt die strukturellen Domänen der GATA-4, -5 und -6-
Transkriptionsfaktoren dar:
Abbildung 1.7: Strukturelle Domänen der GATA-4, -5 und -6-Transkriptionsfaktoren. Die N-terminale
Transaktivierungsdomäne (TAD) dient der Transkriptionsaktivierung. Die DNA-Bindung und Kofaktor-
Interaktion erfolgt über die Zinkfingerdomäne (Zn) und die C-terminale Kernlokalisierungssequenz
(nuclear localization sequence = nls) (modifiziert nach Molkentin, 2000).
1.3.2 Physiologische Funktionen von GATA-4, -5 und -6
GATA-4, -5 und -6 spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle von Determination,
Proliferation und Differenzierung der Zellen verschiedener Gewebe sowie in der
Organmorphogenese (Haveri et al., 2008; Molkentin, 2000). Die Transkriptionsfaktoren
GATA-4, -5 und -6 steuern eine differenzierte Genexpression in den aus Endo- und
Mesoderm stammenden Geweben vom Herzen, von glatten Gefäßmuskelzellen, vom
Epithel des Gastrointestinaltraktes mit Leber und Pankreas, von Lunge, Gonaden und
der Nebennierenrinde (NN) als endokrinem Organ sowohl im embryonalen als auch im
adulten Organismus (Haveri et al., 2008; Ketola et al., 2004; LaVoie, 2003; Molkentin,
2000; Patient & McGhee, 2002).
Während der Embryonalentwicklung des Herzens steuert GATA-4 Differenzierung,
Proliferation und Überleben der Kardiomyozyten (Pikkarainen et al., 2004). GATA-4-
mRNA lässt sich bereits 7 Tage nach der Befruchtung im präkardialen Mesoderm von
Mäusen nachweisen und stellt somit einen der frühesten Transkriptionsfaktoren des
entstehenden Herzens dar (Pikkarainen et al., 2004). Als Bestandteil von Endokard,
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Myokard und präkardialem Mesoderm fördert GATA-4 die Formation des primitiven
Herzschlauches (Pikkarainen et al., 2004). Im Rahmen der kardialen Morphogenese
aktiviert GATA-4 die Zielpromotoren kardiospezifischer Gene, zu denen die
Myosinleichtkettengene myosin-light chain (MLC) 1 und 3, das - und -myosin-heavy
chain gene (MHC), Troponin C und I , der atriale natriuretische Faktor (ANF), das
brain natriuretic peptide (BNF), der Natrium/Kalzium-Austauschtransporter
(Na+/Ca2+), das cardiac-restricted ankyrine repeat protein (CARP), der
Adenosinrezeptor A1 und der muskarinische Rezeptor M2 gehören (Molkentin, 2000;
Pikkarainen et al., 2004). Die Induktion der kardialen Strukturgene und die embryonale
Herzentwicklung durch GATA-4 erfolgt durch eine Interaktion mit zahlreichen
Kofaktoren bzw. Koaktivatoren: die Kofaktoren T-box transcription factor 5 (TBX-5),
nuclear factor of activated T-cells-c4 (NFATc4), myocyte enhancer factor (MEF-2) und
der serum response factor (SRF) werden von GATA-4   hauptsächlich über den
C-terminalen Zinkfinger gebunden, während die Interaktion mit FOG-2 über den
N-terminalen Zinkfinger erfolgt (Molkentin, 2000; Pikkarainen et al., 2004). Der
GATA-4-Koaktivator p300 ist eine Histonacetyltransferase, die die GATA-4-DNA-
Bindung durch Acetylierung verstärkt und so die Differenzierung embryonaler
Stammzellen in Kardiomyozyten unterstützt (Kawamura et al., 2005; Pikkarainen et al.,
2004). Mutationen der Zinkfingerregionen von GATA-4 beeinträchtigen die Interaktion
mit Kofaktoren und führen zu kongenitalen Herzanomalien wie z.B. kardialen
Septierungsdefekten bei Mutationen des C-terminalen Zinkfingers (Reamon-Buettner &
Borlak, 2005). Beim Herz des Erwachsenen wirkt GATA-4 durch Inhibition der
Apoptose von Kardiomyozyten kardioprotektiv; neben GATA-6 ist GATA-4 aber auch
in hypertrophische Umbauprozesse involviert (Patient & McGhee, 2002; Pikkarainen et
al., 2004).
GATA-5 trägt bei der Herzentwicklung zur Entstehung der Herzklappen, des
Reizleitungssystems, des Epikardiums und Myokardiums bei (MacNeill et al., 2000).
GATA-6 kann GATA-4 im Rahmen der Differenzierung kardialer Myozyten ersetzen,
ist aber sonst hauptsächlich an der Formation des kardialen Ausflusstraktes und des
Aortenbogens beteiligt (Pikkarainen et al., 2004). Als einziges Mitglied der GATA-4/-
5/-6-Familie wird GATA-6 in glatten Gefäßmuskelzellen exprimiert, wo der Trans-
kriptionsfaktor einen wichtigen Regulator von Proliferation und Differenzierung der
Gefäßmuskelzellen und späteren vaskulären Verletzungen darstellt (Molkentin, 2000).
35
Die Entwicklung des Gastrointestinaltraktes wird vom Beginn der Formation des
primitiven Darmschlauches über die Organisation des normalen postnatalen Epithels
von der GATA-4, -5 und -6-Gengruppe gesteuert (Gao et al., 1998; Haveri et al., 2008).
In den unterschiedlichen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes weisen die GATA-4,-5
und -6-Faktoren ein genspezifisches Expressionsmuster auf: GATA-4 wird beim
Erwachsenen hauptsächlich im Magen und Duodenum exprimiert, GATA-5 im Magen
und gesamten Dünndarm und GATA-6 in Magen, Dünn- und Dickdarm (Gao et al.,
1998; Haveri et al., 2008).
Während die hochdifferenzierten Zellen der Darmzotten hohe Expressionslevel von
GATA-4 und GATA-5 zeigen, detektiert man GATA-6 in proliferierenden
Progenitorzellen an der Kryptenbasis intestinaler Gewebe (Akiyama et al., 2003; Gao et
al., 1998; Haveri et al., 2008). Die GATA-4/-5/-6-Gruppe reguliert die Expression der
Protonenpumpe H+/K+-ATPase sowie die mit der Mucin-Produktion des
Gastrointestinaltraktes assoziierten Gene der MUC- und trefoil factor-family (TTF)
(Akiyama et al., 2003; Haveri et al., 2008). Die Promotoren der Zielgene Laktase-
Phlorizin Hydrolase (LPH), Sukrase-Isomaltase (SI) und fatty acid-binding protein
(FABP) werden ebenfalls durch GATA-4, -5 und -6 gesteuert (Gao et al., 1998; Haveri
et al., 2008). Im Rahmen der gastrointestinalen Differenzierungsinduktion interagieren
GATA-4, -5 und -6 mit den Kofaktoren der hepatocyte nuclear factor (HNF)- und
FOG-Gruppe sowie mit dem Faktor caudal-related homeobox 2 (CDX2) (Boudreau et
al., 2002; Krasinski et al., 2001; Molkentin, 2000).
GATA-4 und GATA-6 sind durch Promotorregulation des fetalen Albumingens sowie
der Transkriptionsfaktoren HNF4 und Homeobox-Factor (Hox) in frühe Stadien von
Differenzierung, epithelialer Transformation und Wachstum der Leberknospe involviert
(Molkentin, 2000). Weiterhin fördert GATA-4 die Expression des fetalen
Erythropoetins der Leber (Dame et al., 2004).
In der frühen Pankreasentwicklung induziert GATA-4 die Glukagongenexpression des
endokrinen Pankreas; im adulten Organismus ist GATA-4 dagegen auf den exokrinen
Teil des Pankreas beschränkt und fördert dort die Expression des Enzyms Elastase
(Ketola et al., 2004). Während der Embryonalentwicklung besitzt GATA-6 ähnliche
Expressionsmuster wie GATA-4; im adulten Pankreas beschränkt sich GATA-6 auf den
endokrinen Anteil mit den glukagon- und insulinproduzierenden Zellen (Ketola et al.,
2004).
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Die Entwicklung des respiratorischen Epithels der Lunge wird durch GATA-6
beeinflusst: Zusammen mit dem Kofaktor thyroid transcription factor (TTF-1) reguliert
GATA-6 die Expression des Surfactant-Proteins SP-A (Molkentin, 2000).
Die Transkriptionsfaktoren GATA-4 und -6 erfüllen weiterhin wichtige Aufgaben in
den Gonaden. GATA-4 und -6 werden im fetalen und adulten Hoden von Sertoli-Zellen
und Leydig`schen Zellen exprimiert. In den fetalen Sertoli-Zellen reguliert GATA-4 die
Expression des mullerian-inhibiting substance (MIS)-Gens, das durch Regression der
Müller`schen Gänge die männliche Geschlechtsdetermination einleitet. Die Interaktion
von GATA-4 mit dem Kofaktor FOG-2 ist ebenfalls essentiell für eine normale
Determination und Differenzierung der männlichen Gonaden (LaVoie, 2003). Im
fetalen Ovar wird vorwiegend GATA-4 mRNA detektiert; in den Follikeln adulter
Ovarien werden GATA-4 und -6 exprimiert (Heikinheimo et al., 1997). Sowohl im
Hoden als auch im Ovar ist GATA-4 in die Regulation von gonadalen Genen der
Steroidsynthese involviert, zu denen das Cholesteroltransportprotein steroidogenic
acute regulatory protein (StAR), p450c17 für die Androgene und die Aromatase für die
Östrogene gehören (LaVoie, 2003). Darüber hinaus fördert GATA-4 die Aktivierung
des Tumorsuppressorgens Inhibin , eines Mitglieds der transformierenden Wachstums-
faktor- -Familie (Heikinheimo et al., 1997; LaVoie, 2003). In der Zona retikularis der
Nebennierenrinde steigert GATA-6 mit Hilfe von steroidgenic factor  1 (SF-1) die
Synthese von Enzymen für das Androgen Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEA-S)
(Jimenez et al., 2003).
Im Gegensatz zur GATA-1/-2/-3-Untergruppe existieren wenige Hinweise auf eine
Mitwirkung der GATA-4, -5 und -6-Faktoren in hämatopoetischen Zellen; lediglich für
GATA-6 wurde eine Expression in spät differenzierten Megakaryozyten und in
Lymphozyten beschrieben; in einer Studie mit GATA-1 und GATA-4 zur fetalen
Erythropoese konnte GATA-4 mit Hilfe von GATA-1 partielle Funktionen in der
Erythrozytenreifung übernehmen (Dumon et al., 2006; Hosoya-Ohmura et al., 2006).
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1.3.3 Alterationen von GATA-4, -5 und -6 bei verschiedenen
Tumoren
In der Kanzerogenese von Organen endodermaler und mesenchymaler Herkunft sind
bisher sowohl  genetische als auch epigenetische Alterationen der Transkriptions-
faktoren GATA-4, -5 und -6 beschrieben worden. Genetische Alterationen der
Tumorsuppressorgene GATA-4 und GATA-5 finden sich häufig in Form von
Deletionen ihrer chromosomalen Regionen 8p23.1-p22 und 20q13.2-q13.3 bei gastro-
intestinalen Tumoren (Akiyama et al., 2003). Guo et al. stellten in ihrer Studie zur
Hypermethylierung der GATA-Gene in Tumoren des Ösophagus einen Zusammenhang
zwischen fehlender GATA-4- und GATA-5-Expression in Plattenepithel-
karzinomzelllinien des Ösophagus und einer Methylierung der zugehörigen GATA-4/-
5-Promotoren her. Der GATA-6-Promotor war im Gegensatz zu den GATA-4 und -5-
Promotoren in allen Plattenepithelkarzinomzelllinien des Ösophagus unmethyliert. In
primären Plattenepithelkarzinomen des Ösophagus wiesen Guo et al. eine GATA-4-
Methylierung von 61 % nach, für GATA-5 von 32 %; in Gewebeproben von
Adenokarzinomen des Ösophagus ergaben sich sogar für GATA-4 und -5
Methylierungsfrequenzen von 71 % bzw. 55 %. Als Folge der methylierungsbedingten
GATA-4/-5-Inaktivierung fanden Guo et al. auch eine verminderte Expression der
durch die GATA-Faktoren regulierten antineoplastischen Gene (Guo et al., 2006).
Haveri et al. stellten in einer Studie unterschiedliche Expressionmuster von GATA-4
und GATA-6 sowohl in dysplastischen Läsionen des Kolons als auch in Kolon-
karzinomen heraus. Während GATA-4 in dysplastischen Läsionen des Kolons nicht
exprimiert wurde, stieg die Intensität der GATA-6-Expression in hochgradigen
Dysplasien an. Aberrante Expressionsmuster von GATA-4 wiesen Haveri et al. in
keiner   Kolonkarzinomprobe nach; im Gegensatz zu GATA-4 konnte GATA-6
besonders in invasiven Gewebeanteilen von Kolonkarzinompatienten detektiert werden
(Haveri et al., 2008). Ausgehend von der physiologischen Expression von GATA-4 und
-5 in terminal differenzierten Zellen des Intestinaltraktes, scheinen die beiden Faktoren
im Rahmen der kolorektalen Karzinogenese die Rolle von Tumorsuppressorgenen zu
übernehmen, während GATA-6 bei Expression in proliferierenden Progenitorzellen
eher eine onkogene Funktion innezuhaben scheint (Akiyama et al., 2003; Haveri et al.,
2008).
Akiyama et al. konnten bei gleichzeitiger Hypermethylierung und epigenetischer
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Inaktvierung der GATA-4 und -5-Faktoren in Karzinomzelllinien von Magen und
Kolon teilweise eine gleichzeitig bestehende unterdrückte Expression der GATA-
Zielgene trefoil factor (TTF), Inhibin und disabled 2 (Dab2) aufzeigen. Die GATA-
Zielgene TTF1, Inhibin und Dab2 fungieren als Tumorsuppressorgene, so dass durch
ihre fehlende Exprimierung die Kanzerogenese gefördert wird. Wie bei der Studie von
Guo et al. ergab sich auch für GATA-6 keine Methylierung in den Karzinomzelllinien
von Magen und Kolon. In den primären Kolonkarzinom-Proben konnten für GATA-4
und -5 Methylierungsdichten von 66,7 % bzw. 63,6 % demonstriert werden; beim
Magenkarzinom lag die Methylierungsrate für GATA-4 bei 33,3 %, für GATA-5
bei 40,7 % (Akiyama et al., 2003).
Gewebeproben von Pankreaskarzinompatienten zeigten ebenfalls genetische   und
epigenetische Alterationen der Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6: Fu und
Kollegen bewiesen in einer Studie einen Zusammenhang zwischen einer Amplifikation
der chromosomalen Region 18q11.2 für den GATA-6-Transkriptionsfaktor und einer
Überexpression von GATA-6 in 56,7 % der untersuchten Pankreaskarzinomproben (Fu
et al., 2008). In einer anderen Studie von Fu et al. korrelierte beim Pankreaskarzinom
eine erhöhte Methylierungsdichte von GATA-5 mit einem geringeren Langzeit-
überleben der betroffenen Patienten. Für GATA-4 hingegen zeigte die Untersuchung
von Fu et al. mit 2,9 % nur eine geringe Methylierungsfrequenz beim Pankreaskarzinom
(Fu et al., 2007).
In einer anderen Studie konnten  Guo et al. in Karzinomzelllinien der Lunge eine
Hypermethylierung der GATA-4 und -5-Promotoren entdecken, die mit einer fehlenden
Expression und damit einer Inaktivierung von GATA-4 und -5 einherging. Gleichzeitig
postulierten Guo und Kollegen einen Anstieg der GATA-4 und -5-Methylierungs-
frequenzen mit dem Patientenalter. Während sich bei primären Lungenkarzinomen für
GATA-4 und GATA-5 Promotormethylierungen von 67 % bzw. von 41 % heraus-
stellten, war GATA-6 unmethyliert (Guo et al., 2004).
Bei Ovarialkarzinomen   berichteten Wakana et al. ebenfalls über eine Hyper-
methylierung von GATA-4 und -5 in 9 bzw. 5 von 15 Primärtumoren; GATA-6 wurde
als nicht methyliert beschrieben (Wakana et al., 2006). Neben der Hypermethylierung
entdeckten Caslini et al. auch Histonmodifikationen als epigenetischen Inaktivierungs-
mechanismus der GATA-Faktoren bei   Ovarialkarzinomen. Eine transkriptionelle
Repression von GATA-4 und GATA-6 korrelierte mit einer Hypoacetylierung der
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Histone H3 und H4 sowie mit einem Verlust der Histon-H3-/Lysin-K4-Trimethylierung
der Genpromotoren in allen Karzinomzelllinien. Zudem zeigten Caslini et al. eine enge
Verbindung zwischen Histonmodifikationen des GATA-6-Genpromotors und dem
Verlust des epithelialen Differenzierungsmarkers disabled 2 (Dab2), der als Zielgen von
GATA-6 reguliert wird. Die fehlende Expression von GATA-6 und Dab2 führte über
eine Dedifferenzierung zu einer malignen Transformation ovarialer
Oberflächenepithelzellen (Caslini et al., 2006).
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2. Zielsetzung
Die Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 gelten als Regulatoren von Proliferation,
Determination, Differenzierung und der Organmorphogenese in embryonalen und
adulten Geweben. In vorliegenden Studien wurde bisher eine Hypermethylierung der
GATA-4, -5 und -6-Promotoren in soliden Tumoren von Ösophagus, Magen, Kolon,
Pankreas, Lunge und Ovar nachgewiesen. Trotz Hinweisen auf eine Mitwirkung von
GATA-4 und GATA-6 in der Differenzierung einiger Blutzellen und der tragenden
Rolle der genetisch verwandten Faktoren GATA-1, -2 und -3 in der hämatopoetischen
Differenzierungsinduktion liegen Methylierungsanalysen von GATA-4, -5 und -6 in
hämatopoetischen Tumoren zur Zeit nicht vor.
Die vorliegende Arbeit bietet daher die interessante Möglichkeit, der Bedeutung einer
aberranten GATA-4, -5 und -6-Promotormethylierung in der Pathogenese der AML
nachzugehen. Da die Pathogenese der AML von einem Differenzierungsblock der
Hämatopoese geprägt ist, könnte der Verlust der differenzierungsinduzierenden GATA -
4, -5 und -6-Gene einen entscheidenden Beitrag zur malignen Transformation des
hämatopoetischen Zellklons leisten.
Auf der Grundlage der MSP-Methodik werden sowohl verschiedene hämatopoetische
Zelllinien als auch Proben von gesunden Probanden und Patienten mit akuter
myeloischer Leukämie auf eine aberrante Methylierung der GATA-4, -5 und -6-
Promotoren untersucht. Darüber hinaus wird der Einfluss des epigenetischen Pharma-
kums Decitabine (DAC) auf den GATA-4, -5 und -6-Methylierungsstatus in der
hämatopoetischen Zelllinie Raji überprüft.
Das Ziel des DAC-Einsatzes im Rahmen dieser Arbeit liegt in der Verifikation der
demethylierenden Eigenschaften von DAC bei hämatopoetischen Neoplasien, wo DAC
bisher schon bei AML/MDS- und CML-Patienten erfolgreich eingesetzt werden konnte.
Somit soll die Relevanz von demethylierenden epigenetischen Pharmaka als
Therapieergänzung bzw. als Therapiealternative einer myelotoxischen Chemotherapie
besonders für ältere Patienten anhand der Ergebnisse erneut diskutiert werden.
Insgesamt verfolgt die vorliegende Arbeit das Ziel, durch eine MSP-Analyse der
GATA-4, -5 und -6-Gene neue Biomarker für Diagnosestellung, Prognoseabschätzung
und Therapie der AML zu gewinnen.
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3. Material und Methoden
3.1 Standardgeräte
Die folgende Tabelle 3.1 enthält alle für die experimentellen Versuche dieser Arbeit
verwendeten Geräte:
Tabelle 3.1: Standardgeräte.
Gerät Hersteller
Autoklav Autoklav HMC, Süßen (Deutschland)
Brutschrank Heraeus instruments, Hanau (Deutschland)
Digitalkamera Olympeus, Tokyo (Japan)
Gelelektrophoresekammer (i-Mupid) Eurogentec Deutschland GmbH, Köln
(Deutschland)
Heizblock (Techne DRI-BLOCK DB.2A) Wertheim (Deutschland)
Kühlzentrifuge (Biofuge fresco) Heraeus instruments, Hanau (Deutschland)
Micros Zellzähler (Micros 60) AXON LAB AG, Reichenbach/ Stuttgart
(Deutschland)
Mikrowelle (Mikro-Chef 900 Watt) Moulinex (Deutschland)
Laborarbeitsplatz Heraeus instruments, Hanau (Deutschland)
PH-Meter Mettler Toledo, Schwerzenbach (Schweiz)
Photometer (Gene Quant 2) Pharmacia Biotech, Freiburg (Deutschland)
Thermocycler (Omn-E) Thermo Hybaid, Ashford (UK)
Tiefkühler Heraeus instruments, Hanau (Deutschland)
Transluminator Biostep, Jahnsdorf (Deutschland)
Vakuumverteiler Promega, Madison (USA)
Vortex ("Assistent"-Reamix 2789) Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim
(Deutschland)
Waage (Mettler AC 100) Mettler Waagen GmbH, Giessen
(Deutschland)
Wasserbad Küttermann Labortechnik, Uetze-Hänigsen
(Deutschland)
Zentrifuge (groß) (Labofuge 400e) Heraeus instruments, Hanau (Deutschland)
Zentrifuge (klein) (Biofuge pico) Heraeus instruments, Hanau (Deutschland)
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3.2 Ficoll-Zentrifugation
Tabelle 3.2:Materialien für die Ficoll-Zentrifugation.
Material Hersteller
Lymphoprep Axis-Shield PoC AS, Oslo (Norwegen)
Prod.No. 1114544 (1x 250 ml)
PBS-Puffer
bestehend aus: :
-Na2HPO4 (1,3 g)
-KH2PO4 (0,2 g)-NaCl (8,0 g)
-Aqua bidest. ad 1,0 l
Apotheke des Uniklinikums Aachen
Methode:
Die Aufbereitung von Blut bzw. Knochenmarkproben der untersuchten AML-Patienten
sowie der gesunden Spender mit einem Ficoll-Lymphoprepreagenz dient der
Gewinnung mononukleärer Zellen (Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen). Die Ficoll-
Reinigung erfolgt nach dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Ficoll ist ein
ungeladenes, hydrophiles Polysaccharid, das sich in einer Suspension leicht auflöst.
Man gibt 4 ml Ficoll in 13-ml-Reagenzröhrchen und schichtet darauf das Blut bzw.
Knochenmark der AML-Patienten bzw. der gesunden Spender mit einer 5-ml-Spritze.
Die mononukleären Zellen werden durch eine 20-minütige Zentrifugation bei
2400 U/min von den Erythrozyten und Granulozyten getrennt. Nach der Zentrifugation
haben sich im Reagenzröhrchen folgende Schichten gebildet: Oben befindet sich als
Überstand Plasma mit anderen Komponenten, gefolgt von Lymphozyten und
Monozyten in der Interphase, darunter eine Schicht mit Ficoll, am Boden des
Reagenzröhrchens liegen Erythrozyten und Granulozyten als Zellpellet vor.
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Abbildung 3.1: Das linke Röhrchen zeigt die Schichtung von Blut auf das Ficoll-Reagenz. Nach der
Zentrifugation werden die mononukleären Zellen (Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen) von den
Erythrozyten und Granulozyten getrennt. Das rechte Röhrchen demonstriert die Schichtung nach der
erfolgten Zentrifugation. Am Boden des Reagenzglases befindet sich ein Zellpellet aus Erythrozyten und
Granulozyten, darüber das Ficoll-Reagenz, darüber die mononukleären Zellen und oben ein Überstand
aus Plasma.
Anschließend wird die Interphaseschicht mit den peripheren mononukleären Zellen
(PBMNC-Zellen) abgenommen und mit jeweils 10 ml PBS-Puffer dreimal gewaschen.
Zwischen den Waschschritten erfolgt jeweils eine 10-minütige Zentrifugation bei
1200 U/min. Vom PBS-Puffer pipettiert man 1 ml in jedes Röhrchen, nimmt davon
50 l als Probe ab und misst die Zellzahl. Die Probe kann man entweder in einem
Cryoröhrchen einfrieren oder direkt für die DNA- oder RNA-Isolation nutzen.
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3.3 DNA-Isolation
Tabelle 3.3: Materialien für die DNA-Isolation.
Material Hersteller
QIAmp DNA Blood Mini Kit QIAmp Hilden (Deutschland)
Cat.No. 51104
Ethanol (98%) Apotheke des Uniklinikums Aachen
PBS-Puffer
bestehend aus:
-Na2HPO4 (1,3 g)
-KH2PO4 (0,2 g)
-NaCl (8,0 g)
-Aqua bidest. ad 1,0 l
Apotheke des Uniklinikums Aachen
Methode:
Zur DNA-Isolation verwendet man die durch die Ficoll-Zentrifugation gewonnenen
mononukleären Zellen aus dem Knochenmark oder dem peripheren Blut. Die DNA-
Isolation erfolgt nach dem Protokoll des QIAmp DNA Blood Mini Kit.
Zunächst lässt man das Zellmaterial für die DNA-Isolation auftauen. Aus dem
Kitzubehör gibt man 200 µ l AL-Buffer hinzu, der die Zellwände auflöst. Es wird kurz
gevortext; wenn alles gelöst ist, gibt man 200 µ l PBS hinzu, anschließend 20 µ l Qiagen-
Protease und vortext noch einmal für ca.15 Sekunden; darauf folgt eine Inkubation bei
56 °C für 10 Minuten. Nach einer kurzen Zentrifugation (ca.15 sec) pipettiert man
200 µ l 98%igen Ethanol dazu, vortext für 15 sec, zentrifugiert für 15 sec, um Tropfen
am Deckel zu entfernen. Die Suspension wird in eine QIAmp-spin-Säule überführt. Es
folgt eine Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit für eine Minute. Danach
erneuert man das Auffanggefäß, fügt 500 µ l AW1-Buffer (ein Waschpuffer) hinzu,
zentrifugiert bei 8000 U/min und erneuert das Auffanggefäß. Man fügt 500 µ l von
einem zweiten Waschpuffer (AW2-Buffer) hinzu, zentrifugiert bei maximaler
Geschwindigkeit für 3 Minuten, verwirft das Auffanggefäß und überführt die Säule in
ein neues 1,5 ml fassendes Eppendorfröhrchen. Man gibt 200 µ l Aqua dest. auf die
Suspension und inkubiert für eine Minute bei Raumtemperatur. Nach einer kurzen
Zentrifugation bei 8000 U/min pipettiert man 100 µl Aqua dest. hinzu und inkubiert für
45
5Minuten bei Raumtemperatur. Zum Schluss zentrifugiert man erneut, diesmal für
1 Minute bei 8000 U/min. Danach erfolgt eine Konzentrations- und
Reinheitsbestimmung der DNA mit Hilfe eines Spektralphotometers (siehe Abschnitt
3.4). Die isolierte DNA wird dann bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt.
3.4 Photometrische Konzentrations-/Reinheitsbestimmung von DNA
Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgt in einem Spektralphotometer über die
Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm. Eine optische
Dichte (OD bei 260 nm =1) ist mit einer Konzentration von 50 g/ml DNA
gleichzusetzen. Um die Konzentration einer DNA-Probe zu bestimmen, pipettiert man
20 l DNA und 50 l Aqua dest. in eine Küvette und misst die Extinktion bei 260 nm
gegen einen Leerwert von 70 l Aqua dest. Die erhaltene DNA-Konzentration
multipliziert man anschließend mit dem Faktor 3,5, um die Verdünnung der DNA-Probe
mit Aqua dest. auszugleichen. Zur Reinheitsbestimmung der DNA-Probe misst man
auch die Extinktion bei 280 nm und bildet den  Quotienten aus der Extinktion bei
260 nm und 280 nm (E 260 nm: E 280 nm). Eine reine DNA-Probe sollte einen
Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 haben (Mülhardt, 2006).
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3.5 Bisulfitbehandlung von DNA-Proben
Tabelle 3.4: Materialien für die Bisulfitmethode.
Material Hersteller
Hydroquinone 99+ % (Hydrochinon) Sigma, Steinheim (Deutschland),
Cat.No.: 9003
Sodium-Bisulfite (Natriumbisulfit) Sigma, Steinheim (Deutschland)
Cat.No.: S-8890
NaOH Apotheke des Uniklinikums Aachen
NH4Ac (Ammoniumacetat) Sigma, St. Louis, MOCat. No.: A-1542
Ethanol 100 % Apotheke des Uniklinikums Aachen
Ethanol 70 % Apotheke des Uniklinikums Aachen
Isopropanol 80 % Apotheke des Uniklinikums Aachen
Mineralöl Sigma, Steinheim (Deutschland)
Cat.No.: M-5904
Wizard-DNA-clean-up-System Promega Corp., Madison, WI (USA)
Cat.No.: A-7280
Glykogen NH4Ac (Ammoniumacetat) Roche, Mannheim (Deutschland)
Cat.No.: 901393
Aqua dest. Apotheke des Uniklinikums Aachen
Methode:
Die Bisulfitbehandlung schließt sich an die DNA-Isolation an. Sie bildet die Grundlage
für die nachfolgende MSP, da sich die MSP-Primer nur an bisulfitkonvertierte DNA
anlagern (Galm & Herman, 2005). Bei der Bisulfitbehandlung versetzt man genomische
DNA mit Natriumbisulfit, so dass eine Detektion von methylierten und unmethylierten
Cytosinbasen möglich wird (Frommer et al., 1992). Jedes Cytosin, das sich nicht an
5`-Position zu einer Guanosinbase befindet, durchläuft eine Deaminierung zu Uracil.
Innerhalb eines CpG-Dinukleotides wird jedes unmethylierte Cytosin zu Uracil
umgewandelt, während methylierte Cytosinbasen nicht verändert werden. Die
eingesetzte DNA-Menge sollte ungefähr bei 1 µg liegen (Galm & Herman, 2005). Die
Abbildung 3.2 illustriert das Prinzip der Bisulfittechnik:
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Abbildung 3.2: Die Bisulfitbehandlung ermöglicht eine genaue Demarkierung methylierter und
unmethylierter Cytosinbasen. Innerhalb eines CpG-Dinukleotides wird jedes unmethylierte Cytosin zu
Uracil umgewandelt, während methylierte Cytosinbasen nicht verändert werden.
Das Bisulfitbehandlung gliedert sich in zwei Abschnitte:
Zuerst verdünnt man die DNA mit Aqua dest. auf ein Endvolumen von 1 µg/50 µl,
fügt 5,5 µl 2 M NaOH hinzu und inkubiert bei 37 °C für 10 Minuten im Wasserbad.
Die Inkubation mit  NaOH trennt die DNA in ihre Einzelstränge auf. Während der
10-minütigen Wartezeit gibt man 55 mg Hydroquinon auf 50 ml Aqua dest. und stellt so
eine 10-mM-Hydroquinon-Lösung her. Anschließend bereitet man eine 3-M-Sodium-
Bisulfitlösung vor: Man füllt 1,88 g Sodium-Bisulfit mit Aqua dest. auf 5 ml auf und
stellt die Lösung auf einen pH-Wert von 5,0 ein. Von der frisch hergestellten 10-mM-
Hydrochinon-Lösung gibt man 30 µl zu der mit NaOH versetzten DNA, pipettiert 520
µl der 3-M-Sodium-Bisulfit-Lösung hinein und vortext das Gemisch kurz. Hydroquinon
soll dabei die Sodium-Bisulfit-Lösung vor der Oxidation bewahren. Danach versetzt
man die Proben mit je 5 Tropfen Mineralöl und inkubiert bei 50 °C im Heizblock für
16-20 Stunden. Da Hydroquinon und Bisulfitlösungen sehr lichtempfindlich sind, sollte
man die Proben während der 16-20-stündigen Inkubation mit einem Stück Alufolie
abdecken (Galm & Herman, 2005).
Nach der 16-20-stündigen Inkubationszeit beginnt der 2. Abschnitt der
Bisulfitbehandlung. Zunächst fügt man die Säulen und Adapter aus dem DNA-Wizard-
clean-up-Reagenz auf einem Vakuumverteiler zusammen. Auf jede Säule gibt man 1 ml
DNA-Wizard-clean-up-Reagenz. Man saugt die DNA inklusive des Mineralöls mit
einer Einmalpipette auf und fügt sie in die jeweilige Säule hinzu. Dort vermischt man
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die DNA kurz mit dem Wizard-DNA-clean-up-Reagenz und schließt ein Vakuum an.
Anschließend wäscht man mit 2 ml 80%igem Isopropanol. Die Adapter werden auf die
mit der jeweiligen DNA-Probennummer beschrifteten Eppendorfgefäße gesteckt und
die alten Säulen verworfen. In jedes Eppendorfgefäß fügt man 50 µl des erwärmten
Aqua dest. hinzu und zentrifugiert für 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit.
Man entsorgt die Adapter, gibt jeweils 5,5 µl 3 M NaOH hinzu und inkubiert für
5 Minuten. Während der 5-minütigen Inkubationszeit stellt man eine Glykogen/
NH4Ac-Lösung her: Pro Eppendorfgefäß rechnet man 1 µl Glykogen und 17 µl 10 M
NH4Ac. Von dieser Lösung gibt man je 18 µl in die Eppendorfgefäße und pipettiert
darauf 150 µl kaltes 100%iges Ethanol. Man vortext alles kurz und stellt die
Gefäße für 1 Stunde bei -70 °C in den Gefrierschrank. Danach zentrifugiert man
bei 4 °C in der Kühlzentrifuge für 30 Minuten bei maximaler Umdrehung. Der Ethanol
wird abgegossen und jeweils 500 µl kaltes 70%iges Ethanol hinzugegeben. Man vortext
alles kurz, zentrifugiert bei 4 °C in der Kühlzentrifuge für 15 Minuten bei maximaler
Umdrehung und gießt den Ethanol ab. Die Eppendorfgefäße werden für ca. 5 Minuten
auf den Kopf gestellt. Sobald das DNA-Pellet am Boden des Eppendorfgefäßes trocken
ist, entfernt man die restlichen Tropfen vom Ethanol mit einem fusselfreien Tuch und
nimmt das Pellet in 21 µl Aqua dest. auf. Anschließend vortext man kurz und friert
die bisulfitkonvertierte DNA in 2 Aliquots zu je 10,5 µl bei -20 °C ein.
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3.6 Methylierungsspezifische PCR (MSP)
Tabelle 3.5: Materialien für die MSP.
Material Hersteller
Omnistrip-PCR-Tubes Abgene, Epson (UK)
Cat.No.: AB-0404
Deoxynucleotide-Set-dNTPs
bestehend aus:
-1000 µl ATP
-1000 µl CTP
-1000 µl GTP
-1000 µl TTP
Sigma, Steinheim (Deutschland)
Cat.No.: DNTP-100 A
10X Puffer
bestehend aus:
- MgCl2 (Magnesiumchlorid)
- Trispuffer
-(NH4)2SO4 (Ammoniumsulfalt)
-β -Mercaptoethanol 98 %
Sigma, Steinheim (Deutschland)
Cat.No.: M-0250
Cat.No.: T-1503
Cat.No.: A-4418
Cat.No.: M-3148
MSP-Primer MWG-Biotech AG, Ebersberg
(Deutschland)
U-Kontrolle Aus der DNA gesunder Spender
IVD (in-vitro-methylierte DNA)
+ 32mMSAM (S-Adenosyl-Methionin)
+ SssI Methyltransferase
+ NEB 2 Puffer
Aus der DNA gesunder Spender
New England Biolabs (UK)
Cat.No.: B 9003 S
Cat.No.: M0226 S
Cat.No.: B 7002 S
BIOMAX-SPIN-50-MINI-COLUMN BIOMAX Inc.,Odenton, MD (USA )
Cat.No.: 97-160 M
Red-Taq-DNA-Polymerase Sigma, Steinheim (Deutschland)
Cat.No.: D-5684
Aqua-Kontrolle (destilliertes Wasser) Apotheke des Uniklinikums Aachen
Mineralöl Sigma, Steinheim (Deutschland)
Cat.No.: M-5904
3.6.1 Primer
Die MSP-Analyse benötigt zwei verschiedene Primer-Paare, die sowohl unmethylierte
als auch methylierte DNA-Sequenzen erkennen können. U-Primer binden an
unmethylierte DNA-Sequenzen, während M-Primer an methylierte DNA-Sequenzen
binden. Die Primer sind spezifisch für bisulfitbehandelte DNA. Um eine geeignete Gen-
erkennung zu sichern, sollten die Primer eine Länge von mindestens 21-24 Basen-
paaren haben. Die zu analysierende DNA sollte nicht länger als 200 Basenpaare sein
(Galm & Herman, 2005).
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Tabelle 3.6: Übersicht über die GATA- 4, -5 und -6-MSP-Primer und ihre
Schmelztemperaturen (Tm).
Primer Sequenz Tm
(°C)
GATA-4 U-Primer
M-Primer
Vorwärts: 5`-TTTGTATAGTTTTGTAGTTTGTGTTTAGT-3`
Rückwärts: 5`-CCCAACTCACAACTCAAATCCCCA-3`
Vorwärts: 5`-GTATAGTTTCGTAGTTTGCGTTTAGC-3`
Rückwärts: 5`-AACTCGCGACTCGAATCCCCG-3`
56,8
62,7
60,1
63,7
GATA-5 U-Primer
M-Primer
Vorwärts: 5`-TGGAGTTTGTTTTTAGGTTAGTTTTTGGT-3`
Rückwärts: 5`-CAAACCAATACAACTAAACAAACAAACCA-3`
Vorwärts: 5`-AGTTCGTTTTTAGGTTAGTTTTCGGC-3`
Rückwärts: 5`-CCAATACAACTAAACGAACGAACCG-3`
59,6
59,6
60,1
61,3
GATA-6 U-Primer
M-Primer
Vorwärts: 5`-GTGTGGGGTAGATTTTGGATTTGT-3`
Rückwärts: 5`-AAACAACCAAACCTCAAACAAACA-3`
Vorwärts: 5`-CGGGGTAGATTTCGGATTCGC-3`
Rückwärts: 5`-CAACCGAACCTCGAACGAACG-3`
59,3
55,9
61,8
61,8
3.6.2 10X-Puffer-Herstellung
Zunächst stellt man folgende Stammlösungen her: Man gibt 13,21 g (NH4)2SO4
(Ammoniumsulfat) zu 100 ml Aqua dest., fügt 24,2 g Tris auf 100 ml Aqua dest. und
stellt die Lösung auf einen pH-Wert von 8,8 ein. Weiterhin werden 20,3 g MgCl2
(Magnesiumchlorid) zu 100 ml Aqua dest. pipettiert. Der gebrauchsfertige 10X-Puffer
wird aus 16,6 ml   der (NH4)2SO4-Lösung, 33,5 ml   Tris, 6,7 ml MgCl2, 0,7 ml
β -Mercaptoethanol und 42,5 ml Aqua dest. zusammengeführt, so dass sich ein
Gesamtvolumen von 100 ml Pufferlösung ergibt. Dies aliquotiert man zu je 500 µl und
friert den Puffer bei -20 °C ein.
3.6.3 IVD-Herstellung mit DNA-Aufreinigung
IVD (in-vitro-methylierte DNA) dient als positive Kontrolle für die M-Reaktion der
MSP. Bei der IVD-Kontrolle ist fast jedes CpG-Dinukleotid methyliert. Man gewinnt
in-vitro-methylierte DNA, indem man die DNA eines gesunden Spenders (z.B. aus
seinem peripheren Blut) mit   dem Enzym SssI, einer Methyltransferase und SAM
(S-Adenosyl-Methionin) als Methylgruppendonator versetzt, die DNA aufreinigt und
sie ebenfalls einer Bisulfitbehandlung unterzieht (Galm & Herman, 2005).
Die Versuchsanleitung beschreibt sich folgendermaßen: Pro IVD verwendet man
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219,5 µl DNA (entsprechend einer DNA-Menge von 28,5 µg). Zu den 219,5 µl DNA
gibt man 25 µl des NEB-2-Puffers, 2,5 µl 32 mM SAM und 3 µl SssI, was ein
Gesamtvolumen von 250 µl ergibt. Man homogenisiert die Reagenzien und inkubiert
für 4 Stunden bei 37 °C. Anschließend fügt man 5 µl 32 mM SAM und 3 µl SssI hinzu,
homogenisiert und inkubiert für 4 Stunden bei 37 °C. Nach der Inkubationszeit reinigt
man die DNA unter Verwendung der BIOMAX-Spin-50-Mini-Columns. Die Säulen
werden dazu für 3 Minuten bei 3400 U/min zentrifugiert, der obere Teil der Säule wird
dann auf ein neues Reaktionsgefäß gestellt. Die IVD wird darauf in gleich viele
Aliquots zu je 42 µl aufgeteilt und für 3 Minuten bei 3400 U/min zentrifugiert. Die
Flüssigkeiten aus den Reaktionsgefäßen werden zusammengeführt und die DNA-
Konzentration spektralphotometrisch ermittelt (siehe Kapitel 3.4).
3.6.4 Versuchsprotokoll für die MSP
Die MSP dient zur Bestimmung des Methylierungsmusters von GATA-4, -5 und -6 in
den Zelllinien LP1, U266, RPMI8226, XG1, OPM2, Raji, HL60, KG1a und L540 (siehe
Kapitel 4.1.1), in verschiedenen AML-Patientenproben und in nicht-malignen  KM-
Proben.
Zu Beginn stellt man zwei verschiedene Stammlösungen her, eine enthält die
U-Vorwärts- und -Rückwärts-GATA-4, -5 oder -6-Primer (U-Mastermix), die andere
enthält die M-Vorwärts- und -Rückwärts-GATA-4, -5 oder -6-Primer (M-Mastermix).
Jeder Mastermix enthält pro Reaktion 14,25 µl Aqua dest., 2,5 µl 10X-Puffer, 1,25 µl
dNTPs, 0,5 µl des jeweiligen U- bzw. M-Vorwärtsprimers von GATA-4, -5 oder -6 und
0,5 µl des U- bzw. M-Rückwärtsprimers von GATA-4, -5 oder -6, so dass sowohl der
U- als auch der M-Mastermix ein Gesamtvolumen von 19 µl aufweisen (siehe Tabelle
3.7). Eine U-Kontrolle (aus der DNA gesunder Spender), eine IVD-Kontrolle und eine
Wasser-Kontrolle (aus Aqua dest.) werden bei jedem MSP-Ansatz mitgeführt und bei
der Berechnung der Reaktionsvolumina einbezogen. Die Komponenten des U- und M-
Mastermixes werden durch Vortexen homogenisiert. Die Omnistrip-PCR-Röhrchen
werden abwechselnd mit U und M beschriftet und pro Patientenprobe bzw. Kontrolle
ein U-Reagenzgefäß mit 19 µl des U-Mastermixes und ein M-Reagenzgefäß mit 19 µl
des M-Mastermixes befüllt. In jedes U- und M- Reagenzgefäß pipettiert man
anschließend 1 µl ( ≅ 50 ng) DNA der Patientenproben bzw. der Kontrollen und gibt
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2 Tropfen Mineralöl über die Reagenzgefäße. Die Überschichtung mit Mineralöl
verhindert ein Verdunsten des Röhrcheninhaltes. Man überführt die Omnistrip-
Reagenzgefäße nun in einen Thermocycler, der mit einem hot start bei 95 °C für
5 Minuten beginnt. Nach 5 Minuten persistiert die Temperatur bei 80 °C und man gibt
5 µl verdünnter Red-Taq-DNA-Polymerase hinzu (pro Reaktion 0,625 µl Red-Taq-
DNA-Polymerase mit 4,375 µl Aqua dest.). Die Red-Taq-DNA-Polymerase ist ein
hitzestabiles Enzym, das aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus stammt
(Mülhardt, 2006). Nach Hinzugabe der Red-Taq-DNA-Polymerase folgen 35 Zyklen
mit 95 °C für 30 Sekunden, die Anlagerungstemperatur der GATA-4, -5 und -6-Primer
von 60 °C für 30 Sekunden, eine Temperatur von 72 °C für 30 Sekunden und
abschließend ein Zyklus mit 72 °C für 5 Minuten. Jeder der 35 Zyklen besteht aus einer
Denaturierungs-, einer Annealing- und einer Elongationsphase. Die Denaturierung der
doppelsträngigen DNA in zwei Einzelstränge findet bei 95 °C statt. Danach folgt eine
Temperatursenkung auf die Anlagerungstemperatur der GATA-4, -5 und -6-Primer
(Annealing). Bei 72 °C entfaltet die Red-Taq-DNA-Polymerase ihr Aktivitätsmaximum
und beginnt ausgehend vom Primer die DNA-Strangverlängerung in 5`-3`-Richtung
(Elongation), an die sich eine finale Elongationsphase von 5 Minuten bei gleicher
Temperatur anschließt (72 °C) (Mülhardt, 2006). Nach der DNA-Amplifikation führt
man mit den PCR-Produkten eine Elektrophorese auf 2,5-prozentigen Agarose-Gelen
durch.
Tabelle 3.7: Reaktionsvolumina (µl) der U-/M-Mastermixe (modifiziert nach Galm & Herman,
2005).
Reagenz Volumen für 1 Reaktion ( l)
Aqua dest. 14,25
10X Puffer 2,5
dNTPs 1,25
U-Primer (Vorwärts/Rückwärts) 0,5
M-Primer (Vorwärts/Rückwärts) 0,5
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3.7 Gelelektrophorese und Fotographie
Tabelle 3.8: Materialien für die Gelelektrophorese und Fotographie.
Material Hersteller
Agarose Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Cat.No.: 15510-027
50X TAE-Puffer
bestehend aus:
-2M Tris-Acetat
-50mM EDTA
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Cat.No.: 24710-030
Ethidiumbromid Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Cat.No.: 15585-011
100 bp DNA-Marker Cambrex, Rockland Maine (USA)
Cat.No.: 50321
Methode:
Mit der Gelelektrophorese kann man die PCR-Produkte voneinander trennen und
identifizieren. Man stellt zunächst ein 2-prozentiges Agarose-Gel her: 4 g Agarose-
Pulver werden zu 160 ml 50X TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) gegeben und in
der Mikrowelle unter Sicht aufgekocht. Man fügt 20 µl des interkalierenden Farbstoffes
Ethidiumbromid hinzu, der sich an die DNA-Stränge bindet und unter UV-Licht die
DNA rot fluoreszieren lässt. Das Gemisch trägt man gleichmäßig auf eine Gelform auf
und   setzt darauf einen Pipettierkamm, der Geltaschen bildet. Man lässt das Gel
30 Minuten fest werden und entnimmt vorsichtig den Pipettierkamm. In die
ausgebildeten Geltaschen pipettiert man 10 µl der PCR-Produkte. Als Längenstandard
verwendet man einen 100-bp-DNA-Marker, von dem ebenfalls 10 µl in die letzte
Geltasche pipettiert werden. Bei einer Spannung von 100 V lässt man das Gel in einer
Elektrophoresekammer ca. 25 Minuten laufen, bis der DNA-Marker 2/3 der Gellänge
erreicht hat. Das Gel überführt man anschließend in eine Transluminator-Kammer, in
der die DNA-Bandenmuster unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotographiert werden.
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3.8 Zelllinien
Tabelle 3.9: Zelllinien und verwendete Materialien.
Material Hersteller
LP1 DSZM, Braunschweig (Deutschland)
Prod.Nr.: ACC 41
U266 Prod.Nr.: ACC 9
RPMI8226 Prod.Nr.: ACC 402
OPM2 Prod.Nr.: ACC 50
Raji Prod.Nr.: ACC 319
HL60 Prod.Nr.: ACC 3
KG1a Prod.Nr.: ACC 421
L540 Prod.Nr.: ACC 72
XG1 Professor P.C. Heinrich (Institut für
Biochemie, Universitätsklinikum Aachen)
DMSO SERVA, Heidelberg (Deutschland)
FBS Biochrom AG Seromed®, Berlin
(Deutschland), Prod.Nr.: S0115
IMDM Gibco Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Prod.Nr.:21980-232
RPMI 1640 + 25 mM HEPES
+ L-Glutamine
Gibco Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Prod.Nr.: 52400-025
PBS-Puffer
bestehend aus:
-Na2HPO4 (1,3 g)
-KH2PO4 (0,2 g)
-NaCl (0,8 g)
- Aqua bidest. ad 1,0 l
Apotheke des Uniklinkums Aachen
Zellkulturflaschen (Falcon) BD, Heidelberg (Deutschland)
Prod.Nr.: 353134
Kryoröhrchen (2 ml) greiner bio-one, Frickenhausen (Deutschland)
Prod.Nr.: 121278
3.8.1 Verwendetete Zelllinien und ihre Kultivierung
Verwendet werden die AML-Zelllinien HL60 (FAB M2) und KG1a (undifferenzierte
Variante), die MM-Zelllinien LP1 (Typ IgG), U266 (Typ IgE), RPMI8226 (Typ IgG
Lambda), XG1 und OPM2 (IgG Lambda), die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji und die
Hodgkin-Lymphom-Zelllinie L540 (WHO noduläre Sklerose, Ann-Arbor Stad. IV b).
Die Zelllinien HL60, KG1a, U266, RPMI8226, OPM2, Raji und L540 werden auf
einem Gemisch aus 90 % RPMI 1640 mit 10 % FBS (fetales Kälberserum) bzw. 80 %
RPMI 1640 mit 10 % FBS für KG1a und L540 als Nährmedium kultiviert. Zur
Anzüchtung von LP1 und XG1 dient ein Nährmedium aus 80 % IMDM mit 20 % FBS.
Der Nährmediumwechsel erfolgt je nach Zelllinie alle 2–3 Tage, wobei man in einem
55
Verhältnis von 1:2-1:8 altes und frisches Medium in eine neue Zellkulturflasche
überführt. Nach dem Mediumwechsel sollte jede Zelllinie in einer  Konzentration von
ca. 0,5 x 106 pro ml vorliegen. Man inkubiert die Zelllinien zwischen den Medien-
wechseln bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank.
3.8.2 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien
Bei einer ausreichend hohen Zellzahl (0,5 –1,0 x 106 pro ml) kann man entweder direkt
eine RNA-/DNA-Isolation durchführen oder die Zelllinien durch vitales Einfrieren
dauerhaft konservieren. Vor dem Einfrieren werden die Zelllinien kurz zentrifugiert und
mit 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Danach pipettiert man ein Gemisch aus 70 % Medium
mit Zellen, 20 % FBS und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) in jedes Kryoröhrchen,
zentrifugiert kurz, gießt den Überstand ab, so dass am Boden des Kryoröhrchens
trockene Zellpellets vorliegen. Das Reagenz DMSO schützt die Zellen vor dem
Auskristallisieren. Jedes Kryoröhrchen wird erst bei -20 °C und dann bei -80 °C
eingefroren, um abschließend bei -196 °C in flüssigem Stickstoff verwahrt zu werden.
Zum Auftauen der Zelllinien erwärmt man die Kryoröhrchen bei 37 °C im Wasserbad,
wäscht die Zellen mit 10 ml warmem Medium, zentrifugiert und gibt nach Entfernen
des Überstandes 10 ml zusammen mit 10 ml neuem Nährmedium in eine Zell-
kulturflasche.
3.8.3 Decitabine-Behandlung der Zelllinie Raji
Tabelle 3.10: Materialien der Decitabine-Behandlung.
Material Hersteller
DAC (5-Aza-2`desoxycytidin) Sigma, Steinheim (Deutschland)
Prod.Nr.: A3656
Methode:
Die Zelllinie Raji wird mit 1 µ M DAC, einer demethylierenden Substanz, für 96 h
inkubiert. Alle 24 h wechselt man das Medium und pipettiert neues DAC hinzu.
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3.9 Patientenproben
Material:
73 Blut-/Knochenmarkproben von AML-Patienten
10 Knochenmarkproben gesunder Spender
Methode:
Für die MSP-Analyse von GATA-4, -5 und -6 bei AML werden 73 Blut- bzw.
Knochenmarkproben von AML-Patienten bei Erstdiagnosestellung im Alter von
40–81 Jahren (Altersmedian: 61,8 Jahre) untersucht. Die AML-Patientenproben wurden
im Zeitraum von 1995-2007 in der hämatologischen Abteilung des
Universitätsklinikums Aachen kollektiviert. Von den 73 Patienten erfasste man
folgende Parameter:
Tabelle 3.11: Patientendaten.
Patientendaten
Patientenanzahl, n 73
Alter, Median und Minimum-Maximum (Jahre) 62 (40-81)
Geschlecht, n
Weiblich 44 (60,30 %)
Männlich 29 (39,70 %)
AML aus MDS, n 22 (30,10 %)
Tabelle 3.12: FAB-Subtyp der Patienten.
FAB-Subtyp, n
M0 3 (4,10 %)
M1 21 (28,80 %)
M2 9 (12,30 %)
M3 3 (4,10 %)
M3v 1 (1,40 %)
M4 16 (21,90 %)
M4eo 8 (11,00 %)
M5 8 (11,00 %)
M6 2 (2,70 %)
M7 1 (1,40 %)
Keine Daten 1 (1,40 %)
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Abbildung 3.3: Die Abbildung veranschaulicht die Verteilung der FAB-Subtypen M0-M7 unter den
verwendeten Patientenproben.
Tabelle 3.13: Zytogenetische Risikogruppe der Patienten.
Zytogenetische Risikogruppe, n
Günstig 14 (19,20 %)
Intermediär 42 (57,50 %)
Ungünstig 10 (13,70 %)
Keine Daten 7 (9,60 %)
58
A
FA F
F
A
D D ! D D D
Abbildung 3.4: Die Abbildung veranschaulicht die Verteilung der zytogenetischen Risikogruppen bei
den verschiedenen AML-Patienten.
Tabelle 3.14: Laborparameter der Patienten.
Laborparameter, Mittelwert und Minimum-Maximum
Leukozyten (109/l) initial 54,9 (0,6-317)
Hämoglobin (g/l) 9,4 (4,1-12,9)
Thrombozyten (109/l) 82,1 (3,0-530)
LDH (U/l) 521,3 (133-2530)
Alle Untersuchungen wurden von der Ethik-Kommission der RWTH Aachen
genehmigt. Die Blut- und Knochenmarkproben wurden erst nach Aufklärung und
Einwilligung der Patienten entnommen.
3.10 Statistische Software
Alle statistischen Werte wurden mit der SAS-Software-Version 8.02 ermittelt.
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4. Ergebnisse
4.1 Methylierungsstatus von GATA-4, -5 und -6 bei hämatopoetischen
Zelllinien
4.1.1 Methylierung von GATA-4, -5 und -6 bei hämatopoetischen
Zelllinien
Das CpG-Insel-Methylierungsprofil von GATA-4, -5 und -6 wurde mittels MSP
qualitativ in 9 hämatopoetischen Zelllinien untersucht.
Für GATA-4 ergab sich eine aberrante Promotormethylierung in den AML-Zelllinien
HL60 und KG1a sowie in der Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji und der Hodgkin-
Lymphom-Zelllinie L540. Die MM-Zelllinien LP1, RPMI8226 und XG1 zeigten
partielle Hypermethylierungen von GATA-4 (Abbildung 4.1). Keine
Methylierungssignale des GATA-4-Promotors konnten in den MM-Zelllinien U266 und
OPM2 (nicht abgebildet) demonstriert werden.
GATA-4
HL60 KG1a Raji L540 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M
U266 LP1 RPMI8226 XG1 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M
Abbildung 4.1: GATA-4-MSP-Analyse bei hämatopoetischen Zelllinien. U: amplifiziertes Produkt mit
Primern spezifisch für die unmethylierte GATA-4-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern
spezifisch für die methylierte GATA-4-Sequenz. Die Zelllinien HL60, KG1a, Raji und L540 zeigten eine
Hypermethylierung des GATA-4-Promotors. Die Zelllinien LP1, RPMI8226 und XG1 stellten sich
partiell methyliert dar. Die Zelllinie OPM2 ist nicht dargestellt. Peripheres Blut von gesunden Spendern
(PB), in-vitro-methylierte DNA (IVD) und Wasser (H2O) dienten als Kontrollen.
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Hypermethylierungen des GATA-5-Promotors konnten in der AML-Zelllinie HL60 und
der Hodkgin-Lymphom-Zelllinie L540 nachgewiesen werden. Die AML-Zelllinie
KG1a und die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji stellten sich partiell methyliert dar. Die
MM-Zelllinien LP1, U266, RPMI8226, XG1 und OPM2 (nicht dargestellt) zeigten
keine aberrante Methylierung von GATA-5.
GATA-5
HL60 KG1a Raji L540 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M
U266 LP1 RPMI8226 XG1 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M
Abbildung 4.2: GATA-5-MSP-Analyse bei hämatopoetischen Zelllinien. U: amplifiziertes Produkt mit
Primern spezifisch für die unmethylierte GATA-5-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern
spezifisch für die methylierte GATA-5-Sequenz. Die Zelllinien HL60 und L540 zeigten eine
Hypermethylierung des GATA-5-Promotors. Die Zelllinien KG1a und Raji erwiesen sich als partiell
methyliert. Die Zelllinie OPM2 ist nicht dargestellt. Peripheres Blut von gesunden Spendern (PB), in-
vitro-methylierte DNA (IVD) und Wasser (H2O) dienten als Kontrollen.
Die  MSP-Analyse der GATA-6-CpG-Inseln zeigte eine Hypermethylierung bei der
Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji und der Hodgin-Lymphom-Zelllinie L540 (Abbildung
4.3). Die AML-Zelllinie KG1a stellte sich partiell methyliert dar. In der AML-Zelllinie
HL60 sowie in den MM-Zelllinien LP1, U266, RPMI8226, XG1 und OPM2 (nicht
abgebildet) konnte keine GATA-6-Promotorhypermethylierung demonstriert werden.
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GATA-6
HL60 KG1a Raji L540 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M
U266 LP1 RPMI8226 XG1 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M
Abbildung 4.3: GATA-6-MSP-Analyse bei hämatopoetischen Zelllinien. U: amplifiziertes Produkt mit
Primern spezifisch für die unmethylierte GATA-6-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern
spezifisch für die methylierte GATA-6-Sequenz. Die Zelllinien Raji und L540 zeigten eine
Hypermethylierung des GATA-6-Promotors. Die Zelllinie KG1a stellte sich partiell methyliert dar. Die
Zelllinie OPM2 ist nicht dargestellt. Peripheres Blut von gesunden Spendern (PB), in-vitro-methylierte
DNA (IVD) und Wasser (H2O) dienten als Kontrollen.
Tabelle 4.1: Methylierungsmuster von GATA-4, -5 und -6 bei hämatopoetischen Zelllinien.
Dunkelgraues Feld: hypermethylierte Promotorsequenz, hellgraues Feld: partiell methylierte
Promotorsequenz, weißes Feld: unmethylierte Promotorsequenz.
Hämatopoetische
Neoplasie
Zelllinie GATA-4 GATA-5 GATA-6
AML HL60
KG1a
MM LP1
U266
RPMI8226
XG1
OPM2
Burkitt-Lymphom Raji
Hodgkin-Lymphom L540
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4.1.2 Einfluss von Decitabine auf den Methylierungsstatus von GATA-
4, - 5 und -6 bei der Zelllinie Raji
Um die Effekte des Cytosinanalogons 5-Aza-2`-desoxycytidin (DAC) auf den
Methylierungsstatus der GATA-4, -5 und -6-Promotoren zu untersuchen, wurde eine
MSP-Analyse von GATA-4, -5 und -6 in einer unbehandelten Raji-Zelllinie und einer
mit 1 µM DAC behandelten Raji-Zelllinie durchgeführt.
Die MSP der unbehandelten Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji zeigte gleichermaßen eine
Hypermethylierung der Genpromotoren von GATA-4 und -6. Für GATA-5 konnte man
durch die zusätzliche Existenz einer schwachen U-Bande in der unbehandelten Zelllinie
Raji neben den methylierten Promotorsequenzen auch unmethylierte Promotoranteile
nachweisen. Bei GATA-4 und GATA-6 gab es dagegen keine zusätzlichen U-Banden in
der unbehandelten Zelllinie Raji.
Bei der mit 1 µM DAC behandelten Zelllinie Raji konnte man bei GATA-4 und GATA-
6 neben der weiterhin vorhandenen M-Bande eine deutliche U-Bande erkennen. Dies
weist auf eine partielle Demethylierung der GATA-4 und -6-Promotoren durch das
Pharmakon DAC hin. Die MSP von GATA-5 demonstrierte nach DAC-Behandlung
eine Verstärkung der vorher schwachen U-Bande. Die demethylierenden Eigenschaften
von DAC haben also auch bei GATA-5 eine partielle Demethylierung des Gen-
promotors induziert.
Die folgenden Abbildungen zeigen die MSP-Analysen von GATA-4, -5 und -6 bei der
unbehandelten und der mit 1 µM DAC behandelten Zelllinie Raji:
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GATA-4
Raji PB IVD H2O
unbehandelt DAC
U M U M U M U M U M
Abbildung 4.4: Methylierung von GATA-4 bei der unbehandelten und mit 1 µ M DAC behandelten
Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji. U: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte
GATA-4-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte GATA-4-
Sequenz. Die mit DAC behandelte Zelllinie Raji zeigte eine zusätzliche unmethylierte U-Bande von
GATA-4. Peripheres Blut (PB) von gesunden Spendern, in-vitro-methylierte DNA (IVD) und Wasser
(H2O) dienten als Kontrollen.
GATA-5
Raji PB IVD H2O
unbehandelt DAC
U M U M U M U M U M
Abbildung 4.5: Methylierung von GATA-5 bei der unbehandelten und mit 1 µM DAC versetzten
Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji. U: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte
GATA-5-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte GATA-5-
Sequenz. Die mit DAC behandelte Zelllinie Raji zeigte eine Intensivierung der unmethylierten U-Bande
von GATA-5. Peripheres Blut von gesunden Spendern (PB), in-vitro-methylierte DNA und Wasser (H2O)
dienten als Kontrollen.
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GATA-6
Raji PB IVD H2O
unbehandelt DAC
U M U M U M U M U M
Abbildung 4.6: Methylierung von GATA-6 bei der unbehandelten und mit 1 µ M DAC behandelten
Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji. U: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte
GATA-6-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte GATA-6-
Sequenz. Die mit DAC behandelte Zelllinie Raji zeigte eine zusätzliche unmethylierte U-Bande von
GATA-6. Peripheres Blut (PB), in-vitro-methylierte DNA und Wasser (H2O) dienten als Kontrollen.
4.2 Methylierung von GATA-4, -5 und -6 bei AML
4.2.1 Methylierungsanalyse von GATA-4, -5 und -6 bei AML-Patienten
und gesunden Probanden
Mittels MSP-Analyse wurden die Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 auf eine
aberrante Promotormethylierung in Blut bzw. Knochenmarkproben von 73 Patienten
mit AML zum Zeitpunkt der Diagnosestellung untersucht. Darüber hinaus wurde der
Methylierungsstatus von 10 nicht-malignen Knochenmarkproben erfasst.
20,5 % (15/73) der primären AML-Patientenproben wiesen für GATA-4 eine aberrante
Promotormethylierung auf. Für GATA-5 lag die Häufigkeit der CpG-Insel-Hyper-
methylierung in den AML-Patientenproben bei 1,4 % (1/73) und für GATA-6 bei 2,7 %
(2/73). In den 10 nicht-malignen Knochenmarkproben ergab sich keine Hyper-
methylierung der GATA-4, -5 und -6-Promotoren.
Die folgenden Abbildungen stellen repräsentative Ergebnisse der GATA-4, -5 und -6-
MSP-Analyse in Blut bzw. Knochenmarkproben von AML-Patienten sowie in nicht-
malignen Knochenmarkproben dar.
65
GATA-4
Blut bzw. Knochenmarkproben von AML-Patienten
#549 #584 #543 #1035 #590 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
#1157 #505 #540 #1083 #1303 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
nicht-maligne Knochenmarkproben
#923 #926 #927 #933 #934 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
Abbildung 4.7: Repräsentative GATA-4-MSP-Ergebnisse von AML-Patientenproben und nicht-
malignem Knochenmark. U: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte GATA-
4-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte GATA-4-Sequenz. Als
Kontrollen dienten peripheres Blut (PB) von gesunden Spendern, in-vitro-methylierte DNA (IVD) und
Wasser (H2O).
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GATA-5
Blut bzw. Knochenmarkproben von AML-Patienten
#534 #551 #1303 #1304 #1305 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
#1302 #1306 #1082 #538 #581 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
nicht-maligne Knochenmarkproben
#923 #924 #926 #927 #930 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
Abbildung 4.8: Repräsentative GATA-5-MSP-Ergebnisse von AML-Patientenproben und nicht-
malignem Knochenmark. U: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte GATA-
5-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte GATA-5-Sequenz. Als
Kontrollen dienten peripheres Blut (PB) von gesunden Spendern, in-vitro-methylierte DNA (IVD) und
Wasser (H2O).
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GATA-6
Blut bzw. Knochenmarkproben von AML-Patienten
#1011 #581 #551 #1082 #1155 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
#1006 #583 #514 #544 #568 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
nicht-maligne Knochenmarkproben
#923 #926 #927 #933 #934 PB IVD H2O
U M U M U M U M U M U M U M U M
Abbildung 4.9: Repräsentative GATA-6-MSP-Ergebnisse von AML-Patientenproben und nicht-
malignem Knochenmark. U: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte GATA-
6-Sequenz. M: amplifiziertes Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte GATA-6-Sequenz. Als
Kontrollen dienten peripheres Blut (PB) von gesunden Spendern, in-vitro-methylierte DNA (IVD) und
Wasser (H2O).
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4.2.2 Korrelation der Methylierungsanalyse mit klinischen Parametern
Nach der MSP-Analyse wurden die Methylierungsdaten von GATA-4, -5 und -6 mit
klinischen Parametern der AML-Patienten verglichen. Zu den klinischen Parametern
zählten Alter und Geschlecht der Patienten, der FAB-Subtyp, die zytogenetische Risiko-
gruppe, Leukozytenzahlen (WBC), Hämoglobin (Hb), Thrombozytenzahlen (PLT) und
die Laktatdehydrogenase (LDH) als Laborparamter sowie die Überlebensdauer.
Für GATA-4 konnte ein Trend hinsichtlich einer höheren Methylierungsdichte bei
jüngeren AML-Patienten festgestellt werden. AML-Patienten mit methyliertem GATA-
4-Promotor hatten ein medianes Alter von 49,5 Jahren im Gegensatz zum Altersmedian
von 59,7 Jahren bei Patienten mit unmethylierter GATA-4-Promotorregion. Allerdings
war diese Beobachtung statistisch nicht signifikant und müsste gegebenenfalls noch
einmal bei einem größeren Patientenkollektiv überprüft werden.
Ein statistisch relevantes Ergebnis ergab sich aus der Korrelation der GATA-4-
Promotormethylierung mit dem FAB-Subtyp der   AML-Patienten (p=0,049). So
überwog bei der akuten myeloblastischen AML (FAB M1) mit 17 unmethylierten zu
5 methylierten GATA-4-Promotoren eine Nicht-Methylierung dieses FAB-Subtyps. Die
akute myelomonozytäre Leukämie (FAB M4) war im Bereich der GATA-4-CpG-Inseln
ausschließlich unmethyliert ( 16 unmethylierte GATA-4-Promotoren gegenüber
0 methylierten). Die Tabelle 4.2 und die Abbildung 4.10 stellen die absolute Häufigkeit
der GATA-4-Promotormethylierung bei den verschiedenen FAB-Subtypen der AML
dar.
Tabelle 4.2: GATA-4-Promotormethylierung bei FAB-Subtypen der AML. U:
unmethylierte GATA-4-Sequenz. M: methylierte GATA-4-Sequenz.
GATA-4 M0 M1 M2 M3 M3v M4 M4eo M5 M6 M7 n.d.
U 2 17 7 2 0 16 6 7 0 1 1
M 1 5 2 1 1 0 2 1 2 0 0
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Abbildung 4.10: Die Abbildung zeigt die Anzahl der unmethylierten (U = unmethyliert) und
methylierten (M = methyliert) GATA-4-Promotoren bei den verschiedenen FAB-Subtypen.
Für die übrigen Parameter von Geschlecht, zytogenetischer Risikogruppe und Labor-
werten ließ sich kein Zusammenhang mit einer aberranten GATA-4-Methylierung
herstellen. Die Überlebenszeit der Patienten korrelierte ebenfalls nicht mit einer
möglichen GATA-4-Methylierung (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Gesamtüberleben (Kaplan-Meier-Kurve) der 73 AML-Patienten in Abhängigkeit der
GATA-4-Promotormethylierung. Zwischen Gesamtüberleben und GATA-4-Methylierung bestand kein
Zusammenhang.
Da GATA-5 mit  1,4 % und GATA-6 mit 2,7 % nur eine geringe CpG-Insel-
Methylierungsdichte bei primären AML-Proben aufwiesen, war eine statistische
Erfassung der Korrelation mit klinischen Parametern nicht sinnvoll.
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5. Diskussion
5.1 Bedeutung aberranter Promotormethylierung der
Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 in der Pathogenese der
AML
5.1.1 Rolle der GATA-Genfamilie in physiologischer und pathologischer
Hämatopoese
Die gängige Literatur beschreibt bisher fast ausschließlich die GATA-1, -2 und -3-
Gruppe der GATA-Genfamilie als relevant für die Hämatopoese und klassifiziert diese
daher auch als hämatopoetische Transkriptionsfaktoren. GATA-1 gilt als essentiell für
die Differenzierungsinduktion von Erythrozyten, eosinophilen Granulozyten, Mast-
zellen und Megakaryozyten. Während GATA-2 sowohl die Proliferation von frühen
hämatopoetischen Progenitorzellen als auch die Differenzierung von Mastzellen fördert,
ist GATA-3 in die Entwicklung von Th2-Lymphozyten involviert (Gurbuxani et al.,
2004; Patient & McGhee, 2002; Tenen, 2003). Im Rahmen der pathologischen
Hämatopoese stellen GATA-1-Mutationen die am besten charakterisierten genetischen
Veränderungen dar. Mutationen der N-terminalen Zinkfinger-Domäne von GATA-1
unterbrechen die Interaktion mit dem Kofaktor FOG-1 und führen so zu kongenitaler
Anämie und X-chromosomaler Thrombozytopenie. Bei Kindern mit Down-Syndrom
leisten GATA-1-Mutationen einen wichtigen Beitrag zur Entstehung eines
myeloproliferativen Syndroms und einer akuten Megakaryoblastenleukämie (FAB M7).
Durch Deletionen und Insertionen von Exon 2 des GATA-1-Gens sowie durch
alternatives Spleißen der m-RNA entsteht eine verkürzte GATA-1-Isoform. Diese
verkürzte GATA-1-Isoform besitzt neben einem reduzierten Transaktivierungspotential
eine verminderte Bindungskapazität für den Transkriptionsfaktor AML1 (synonym
RUNX1) und soll so entscheidend zur autonomen Proliferation unreifer Mega-
karyoblasten beitragen (Gurbuxani et al., 2004; Tenen, 2003)
Die Funktionen der in dieser Arbeit untersuchten Gene GATA-4, -5 und -6 werden in
anderen Publikationen hauptsächlich im Rahmen von Proliferation und Differenzierung
solider embryonaler  und adulter Gewebe beschrieben. GATA-4, -5 und -6 werden
innerhalb der GATA-Genfamilie daher auch als endo-/mesodermale Faktoren
klassifiziert. Bis zum heutigen Zeitpunkt existieren nur wenige Studien, die auf eine
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potentielle Rolle der Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 in der physiologischen
Hämatopoese hinweisen. GATA-4 soll in einer humanen T-Zelllinie beispielsweise die
Expression des hämatopoetischen Wachstumsfaktors Interleukin-5 regulieren
(Molkentin, 2000). Eine weitere Studie konnte eine GATA-6-Expression in spät
differenzierten Megakaryozyten nachweisen und vermutete eine Funktion des
Transkriptionsfaktors im Rahmen der Megakaryozyten-spezifischen Genexpression
(Dumon et al., 2006). Hosoya-Ohmura und Kollegen wiesen allerdings in einer
Untersuchung zur fetalen Erythropoese darauf hin, dass der endodermale GATA-4-
Faktor nur partiell den hämatopoetischen GATA-1-Faktor in seinen Funktionen ersetzen
kann. In Mäuseembryonen mit inaktivem GATA-1-Gen führte die GATA-4-Expression
zu einer verzögerten Reifung der primitiven Erythrozyten mit folgender letaler Anämie,
während GATA-2 und -3 vollständig die GATA-1-Rolle in Bezug auf eine
erythropoetische Differenzierungsinduktion   übernehmen konnten. Ausgehend von
dieser Beobachtung schlossen Hosoya-Ohmura et al. auf eine mangelnde Fähigkeit der
endo-/mesodermalen GATA-4, -5 und -6-Gruppe, die hämatopoetischen GATA-1, -2
und -3-Gene funktional zu substituieren. Die postulierte mangelnde funktionale
Substituierbarkeit innerhalb der zwei Subgruppen der GATA-Familie führten Hosoya-
Ohmura et al. auf divergente Aminosäurereste der C- und N-terminalen Genregionen
von GATA-1, -2 und -3 sowie GATA-4, -5 und -6 zurück (Hosoya-Ohmura et al.,
2006). Es gilt jedoch zu berücksichtigen, dass die 6 Transkriptionsfaktoren der GATA-
Genfamilie trotz einiger unterschiedlicher Aminosäurereste eine große Homologie in
ihrer Bauplanstruktur aufweisen. Alle GATA-Faktoren besitzen zwei DNA-bindende
Zinkfinger-Motive, die die Nukleotidsequenz (A/T)GATA(A/G) erkennen (LaVoie,
2003; Molkentin, 2000). Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass weitere Studien
notwendig sind, um die potentielle Rolle der GATA-4, -5 und -6-Gene in der
physiologischen Hämatopoese zu eruieren.
Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen, die eine pathogenetische Bedeutung der
Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 bei hämatopoetischen Neoplasien belegen.
Daher boten die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Methylierungsanalysen die
Möglichkeit, dem Zusammenhang zwischen einer aberranten Promotormethylierung der
Gene GATA-4, -5 und -6 und der Pathogenese der AML nachzugehen.
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5.1.2 Ergebnisinterpretation
Die leukämische Transformation zur AML umfasst mehrere Schritte, die Alterationen
sowohl von differenzierungsinduzierenden Transkriptionsfaktoren (Klasse-I-
Mutationen) als auch von proliferationsfördernden Genen (Klasse-II-Mutationen)
beinhalten (Haferlach, 2008). Während Klasse-I-Mutationen in den für die AML
charakteristischen Differenzierungsblock münden, fördern Klasse-II-Mutationen eine
unkontrollierte Proliferation leukämischer Blasten (Frohling et al., 2005; Gilliland et al.,
2004; Licht & Sternberg, 2005). Da die Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6
Proliferation und Differenzierung endo- und mesodermaler Zellen fördern, könnte eine
epigenetische Inaktivierung durch aberrante Promotormethylierung somit einen Beitrag
zur Pathogenese der AML leisten.
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst der Methylierungsstatus von GATA-4, -5
und -6 bei hämatopoetischen Zelllinien untersucht. Die MSP-Ergebnisse zeigten für
beide AML-Zelllinien HL60 und KG1a eine Hypermethylierung des GATA-4-
Promotors. Eine Hypermethylierung der AML-Zelllinie HL60 konnte ebenfalls für den
GATA-5-Promotor demonstriert werden. Eine partielle Methylierung der AML-
Zelllinie KG1a ließ sich für den GATA-5 und -6-Promotor darstellen. Für die
Hodgkin-Lymphom-Zelllinie L540 demonstrierten die MSP-Analysen eine
Hypermethylierung aller drei Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6. Die Burkitt-
Lymphom-Zelllinie Raji zeigte sich bei den Transkriptionsfaktoren GATA-4 und -6
hypermethyliert, für GATA-5 konnte eine partielle Methylierung demonstriert werden.
In den MM-Zelllinien LP1, U266, RPMI8226, XG1 und OPM2 ließen sich lediglich bei
GATA-4 partiell hypermethylierte Promotorsequenzen von LP1, RPMI8226 und XG1
nachweisen. Ausgehend von diesen Ergebnissen scheint eine aberrante
Promotormethylierung der Faktoren GATA-4, -5 und -6 vor allem bei der AML, dem
Burkitt-Lymphom und dem Hodgkin-Lymphom eine pathogenetische Bedeutung zu
haben, jedoch weniger beim MM. Allerdings sollte man zur Verifikation dieser
Ergebnisse noch eine größere Anzahl an hämatopoetischen Zelllinien untersuchen.
Darüber hinaus wurde der Einfluss von DAC auf den Methylierungsstatus der GATA-4,
-5 und -6-Faktoren bei der Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji geprüft. Als Resultat konnte
dieses Experiment eine partielle Demethylierung der GATA-4, -5 und -6-Promotor-
regionen demonstrieren und gleichzeitig die schon in zahlreichen anderen Studien
postulierten demethylierenden Eigenschaften von DAC bestätigen. Beispielhaft für
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andere Studien zum epigenetischen Pharmakon DAC soll an dieser Stelle die
Methylierungsanalyse des Zellzyklusregulators p15 von Daskalakis et al. erwähnt
werden: Nach einem Zyklus DAC gelang es bei 9 von 12 Patienten mit MDS eine
Abnahme der p15-Methylierung zu erreichen (Daskalakis et al., 2002).
In den folgenden Methylierungsanalysen der verwendeten 73 AML-Patientenproben
ließ sich eine aberrante Promotormethylierung von 20,5 % für GATA-4 sowie von
1,4 % für GATA-5 und von 2,7 % für GATA-6 beobachten. Somit besitzt die GATA-4-
Promotorregion die höchste Methylierungsfrequenz von den 3 untersuchten
Transkriptionsfaktoren. Eine möglicherweise mit der Hypermethylierung verbundene
Inaktivierung von GATA-4 könnte neben Mutationen der Transkriptionsfaktoren
C/EBP , PU.1 und GATA-1 den Differenzierungsblock myeloischer Blasten verstärken
und somit die Transformation zur AML beschleunigen. GATA-4 könnte folglich in der
Pathogenese der AML die Rolle eines Tumorsuppressorgens innehaben, das durch die
mit einer aberranten Promotormethylierung verbundene potentielle Inaktivierung die
Leukämogenese fördert. Zur Bestätigung dieser These sollte man aber weitere Analysen
der GATA-4-Promotorregion an einem größeren Patientenkollektiv durchführen.
Des Weiteren weist die vorliegende Arbeit einen Trend zu einer höheren GATA-4-
Methylierungsfrequenz unter den jüngeren AML-Patienten mit einem Altersmedian von
49,5 Jahren auf. Aus diesem Trend könnte man schlussfolgern, dass die GATA-4-
Promotormethylierung zusammen mit weiteren epigenetischen und genetischen
Alterationen besonders bei jüngeren Patienten die Progression einer AML zu fördern
vermag. Basierend auf der vorangehenden Vermutung einer inversen Korrelation
zwischen dem Patientenalter und dem Methylierungsstatus des GATA-4-Promotors
würde sich die Pathogenese der AML somit bei jüngeren und älteren Patienten
unterscheiden. Unterstützt wird diese Feststellung auch durch die unterschiedlichen
zytogenetischen Subgruppen jüngerer und älterer Patienten: Während jüngere Patienten
häufiger die mit einer günstigen Prognose verbundenen Chromosomenaberrationen
t(8;21), t(15;17) sowie inv(16)/t(16;16) aufweisen, zeigen ältere Patienten vielfach
Abnormalien der Chromosomen 5 und 7 mit ungünstiger Gesamtprognose (Appelbaum
et al., 2006; Kern et al., 2004; Laubach & Rao, 2008). Zusätzlich konnte die
vorliegende Studie demonstrieren, dass die GATA-4-Promotorregion bei den FAB-
Subtypen M1 und M4 überwiegend unmethyliert war. Somit scheint eine
hypermethylierungsbedingte Inaktivierung von GATA-4 bei der akuten
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myeloblastischen Leukämie ohne Ausreifung (M1) und der akuten myelomonozytären
Leukämie (M4), die in 20 % der Fälle mit der chromosomalen  Aberration 11q23
assoziiert ist, weniger eine pathogenetische Funktion zu besitzen.
5.1.3 Aberrante Promotormethylierung von GATA-4, -5 und -6 bei
AML im Vergleich mit vorherigen Studien
Zahlreiche Studien konnten bisher belegen, dass eine aberrante Promotormethylierung
ein häufiges Ereignis bei der AML darstellt. Von der Hypermethylierung sind eine
Vielzahl von Genen betroffen, die fundamentale zelluläre Signalwege regulieren. Zu
diesen Genen gehören DNA-Reparaturgene, Apoptose-Mediatoren, Cyclin-abhängige
Kinase-Inhibitoren, Transkriptionsfaktoren, Zelladhäsionsmoleküle, nukleäre
Rezeptoren und Wachstumsfaktorrezeptoren (Baylin & Ohm, 2006; Galm et al., 2006;
Galm et al., 2005; Melki et al., 1999; Toyota & Issa, 2005; Toyota et al., 2001).
Als Beispiel für vorhergehende Studien, die sich mit Hypermethylierungsprofilen bei
AML beschäftigten, sei hier die Untersuchung von Melki et al. an 8 CpG-reichen
Kandidatengenen erwähnt. Dort konnte bereits eine aberrante Promotormethylierung bei
19 von 20 Patientenproben entdeckt werden; bei 15 von 20 waren sogar zwei oder mehr
Gene methyliert (Melki et al., 1999). Allerdings erfolgte in dieser kleinen
Patientenkohorte keine Korrelation mit klinischen Parametern wie in der   hier
vorliegenden Arbeit. Eine Studie von Galm und Kollegen untersuchte bei einer
Methylierungsanalyse von 60 AML-Patienten einen Zusammenhang zwischen einer
aberranten Promotormethylierung und klinischen Parametern. Die Anzahl der
hypermethylierten Gene bei AML konnte weder mit dem FAB-Subtyp noch mit dem
Gesamtüberleben oder anderen klinischen Parametern wie der Leukozytenanzahl oder
der Höhe der LDH korreliert werden. Lediglich bei AML-Patienten mit einem
ungünstigen Karyotyp ließ sich ein Trend hinsichtlich einer höheren Methylierungs-
frequenz nachweisen. Dieser Trend erwies sich allerdings als statistisch nicht signifikant
und könnte daher möglicherweise auch mit der begrenzten Anzahl von
eingeschlossenen AML-Patienten zusammenhängen (Galm et al., 2005). Im Gegensatz
zu der oben zitierten Studie gelang es Hackanson et al., eine verstärkte Methylierung
des Transkriptionsfaktors C/EBP bei den mit einer günstigen Prognose assoziierten
Karyotypen t(15;17) und inv(16) nachzuweisen (Hackanson et al., 2008). Dies könnte
allerdings mit der Fähigkeit der Fusionsproteine von t(15;17) und inv(16) zur
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Rekrutierung von DNA-Methyltransferasen verbunden sein. In der vorliegenden Arbeit
zur aberranten Promotormethylierung von GATA-4, -5 und -6 ließ sich kein
Zusammenhang zwischen einer erhöhten Methylierungsdichte und einem bestimmten
Karyotyp zuordnen. Kroeger und Kollegen wiesen in einer Untersuchung von 30 AML-
Patienten einen Anstieg der DNA-Methylierung beim Rezidiv der Leukämie gegenüber
der Erstdiagnosestellung nach (Kroeger et al., 2008). Folglich scheint eine aberrante
Promotormethylierung also nicht nur in der Entwicklung einer AML eine Rolle zu
spielen, sondern insbesondere auch eine Krankheitsprogression und ein Rezidiv der
Leukämie zu fördern. Ein Zusammenhang zwischen den Methylierungshäufigkeiten bei
Diagnose und Rezidiv und dem Gesamtüberleben konnte auch in dieser Studie nicht
belegt werden. Bezüglich des Karyotyps und der Methylierungsfrequenz postulierten
Kroeger et al. eine inverse Korrelation: Die Häufigkeit aberranter Promotor-
methylierung stieg insbesondere bei den Patienten mit stabilem Karyotyp, d .h. ohne
zusätzlich chromosomale Alterationen zwischen der Diagnosestellung und dem AML-
Rezidiv. Allerdings sollte man bei der Auswertung dieser Studie berücksichtigen, dass
nur eine kleine Gruppe von Patienten eingeschlossen wurde, die im Verlauf ein Rezidiv
erlitt und somit natürlich auch nicht das gesamte Spektrum aller AML-Patienten
repräsentieren kann. Zudem gehörte die Mehrzahl der untersuchten Patienten entgegen
dem am häufigsten vertretenen normalen Karyotyp der Gruppe mit ungünstigen
Chromosomenanomalien an.
Die in dieser Arbeit vorgestellte Untersuchung zur aberranten Promotormethylierung
von GATA-4, -5 und -6 ergab für GATA-4 einen Trend hinsichtlich einer höheren
Methylierungsdichte bei jüngeren AML-Patienten (im Durchschnitt waren die AML-
Patienten mit methyliertem GATA-4-Promotor 10 Jahre jünger als Patienten mit
unmethylierter GATA-4-Promotorsequenz). Diesen allerdings statistisch nicht
signifikanten Trend   unterstreicht eine Studie von Toyota und Kollegen: Nach
Untersuchung des CpG-Insel-Methylierungsstatus von 36 AML-Fällen konnte dort eine
statistisch relevante inverse Korrelation zwischen dem Patientenalter und der Anzahl
der methylierten Gene entdeckt werden (Toyota et al., 2001). Demnach würde also
auch diese Studie die These stützen, dass jüngere AML-Patienten eine größere Anzahl
hypermethylierter Gene aufweisen als ältere. Ferner würde diese Hypothese implizieren,
dass sich die AML-Erkrankung bei jüngeren und älteren Individuen pathogenetisch
wesentlich unterscheidet. Die Generalisierbarkeit dieser Feststellung muss aber durch
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die Tatsache relativiert werden, dass das mediane Alter des Patientenkollektivs von
Toyota et al. nur bei 39 Jahren lag und damit nicht dem allgemeinen AML-Alters-
median von 65 Jahren entspricht. Aber auch Kroeger und Kollegen gelang es, einen
statistisch relevanten Zusammenhang zwischen einer hohen Methylierungsdichte des
Zellzyklusregulators p15 und einem jüngeren Patientenalter zu erkennen (Kroeger et al.,
2008).
Die dargestellten Studienergebnisse bezüglich Methylierungsdichten und Patientenalter
bei der AML unterscheiden sich von den Resultaten bei soliden Tumoren. Issa et al.
wiesen sowohl beim Kolonkarzinom als auch beim Prostatakarzinom einen Anstieg der
aberranten Promotormethylierung mit fortschreitendem Alter nach (Issa et al., 1994;
Kwabi-Addo et al., 2007). Beim Lungenkarzinom konnte für GATA-4 und für GATA-5
ebenfalls eine höhere Anzahl methylierter Genpromotoren bei älteren Patienten entdeckt
werden (Guo et al., 2004). Somit könnte man schlussfolgern, dass eine aberrante
Promotormethylierung jeweils eine differente Rolle in der Pathogenese hämato-
poetischer und solider Neoplasien spielt. Bei Existenz anderer Studien, die keine
Korrelation zwischen aberranter Promotormethylierung und dem Patientenalter
herstellen konnten, sind zur Verifikation dieser These jedoch weitere Untersuchungen
notwendig.
5.2 Methoden- und Stichprobenkritik
5.2.1 Methodik
Die in dieser Arbeit angewandte Technik der MSP zur Analyse des DNA-
Methylierungsstatus der GATA-4, -5 und -6-Promotoren stellt eine einfache,
kostengünstige und zeiteffektive Methodik dar. Unter Anwendung der MSP lassen sich
qualitative DNA-Methylierungsanalysen aus frischen kryokonservierten Gewebe-
stücken, peripherem Blut, Knochenmark, Körperflüssigkeiten und paraffineingebetteten
Gewebeproben durchführen. Mit einer Nachweisgrenze von 0,1 % methylierter DNA-
Sequenzen charakterisiert die MSP eine hohe Sensitivität. Mit der Verwendung von
spezifischen Primern, die methylierte von unmethylierten CpG-Inseln unterscheiden
können, vermeidet man falsch positive Resultate früherer PCR-Techniken unter Einsatz
von Restriktionsenzymen, die nur bestimmte DNA-Sequenzen erkennen konnten. Ein
weiterer Vorteil der MSP liegt in einer nur geringen Ausgangsmenge an benötigter
DNA. Nachteile der MSP bestehen in der ausschließlich qualitativ durchführbaren
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Methylierungsanalyse einzelner Kandidatengene. Quantitative Aussagen über den
Methylierungsstatus eines gesamten Genoms lassen sich so nicht treffen (Esteller, 2007;
Galm & Herman, 2005; Galm et al., 2006; Herman et al., 1996).
Als Vorbereitung benötigt die MSP eine initiale Bisulfitbehandlung, in der alle
unmethylierten Cytosinbasen zu Uracil konvertiert werden, während die methylierten
Cytosine unverändert bleiben.  Dabei ist die Qualität und die Quantität der für die
Bisulfitbehandlung eingesetzten DNA von entscheidender Bedeutung für die
Effektivität der sich anschließenden PCR-Amplifikation. Man sollte berücksichtigen,
dass eine MSP-Analyse aus paraffineingebetteten Gewebestücken zwar möglich ist, die
von dort gewonnene DNA aber zu qualitativ eingeschränkten MSP-Ergebnissen führen
kann. Die DNA-Ausgangsmenge für die Bisulfitbehandlung sollte nahe bei 1 µ g liegen.
Höhere DNA-Mengen sind mit dem Risiko einer inkompletten Bisulfitkonversion
verbunden, während geringere DNA-Mengen eine eingeschränkte PCR-Effektivität zur
Folge haben können. Ein häufiger Fehler der Bisulfitbehandlung liegt in einer unvoll-
ständigen Konversion der DNA-Base Cytosin in Uracil.  Ursächlich für den Fehler
könnte eine mangelnde Denaturierung der DNA-Doppelhelix sein, da das Bisulfit-
reagenz nur mit freien Cytosinbasen reagiert. Weitere potentielle Artefakte können
durch eine Überschreitung der 16-stündigen Inkubationszeit entstehen und so in einer
Schädigung der DNA-Substanz resultieren (Galm & Herman, 2005).
Mögliche Fehlerquellen liegen aber nicht nur in der Bisulfitmethode begründet, sondern
können auch bei der Herstellung der MSP-Primer entstehen. Beim Design sollte man
darauf achten, dass die Primer nur spezifisch bisulfitkonvertierte DNA erkennen und
sich so nicht an möglicherweise vorhandene unmodifizierte DNA anlagern. Um eine
adäquate Genspezifität zu gewährleisten, sollten die Primer mindestens eine Länge von
21-24 bp besitzen (Galm & Herman, 2005).
5.2.2 Patientenkollektiv
Zwecks Untersuchung einer Hypermethylierung der Transkriptionsfaktoren GATA-4,
-5 und -6 wurden 73 AML-Patienten Blut- und Knochenmarkproben entnommen. Der
Altersmedian der Patienten lag bei 61,8 Jahren und entspricht somit dem in der Literatur
beschriebenen durchschnittlichen Erkrankungsalter von 65 Jahren (Deschler & Lubbert,
2006; Lowenberg et al., 1999). Allerdings wich das vorliegende Patientenkollektiv
bezüglich der Geschlechterverteilung mit einem Frauenanteil von 60,3 % versus 39,7 %
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Männeranteil von der durch Deschler und Lübbert beobachteten männlichen
Prädominanz der AML-Erkrankungen in den meisten Ländern ab (Deschler & Lubbert,
2006). Die FAB-Subtypen der Patienten waren bis auf die M1- und M2-Gruppe
weitgehend der gängigen Literatur entsprechend verteilt. Während der FAB-Subtyp M2
mit 25-30 % statistisch am häufigsten vertreten war, zeigte sich die M2-Gruppe mit
12,3 % in unserem Patientenkollektiv leicht unterrepräsentiert. Dagegen war der FAB-
Subtyp M1 mit 28,8 % in unserer Studie stärker vertreten als mit dem durch-
schnittlichen Anteil von 15-20 % (Lowenberg et al., 1999). Mit 57,5 % besaßen die
meisten Patienten dieser Studie einen normalen Karyotyp und stimmten so mit der
Verteilung der zytogenetischen Risikogruppen in der Literatur überein (Grimwade &
Haferlach, 2004; Haferlach, 2008; Kern et al., 2004). 30,1 % unserer Patienten waren an
einer aus einem MDS entstandenen AML erkrankt und lagen mit diesem Prozentanteil
ebenfalls in der gängigen Inzidenz hinsichtlich der ätiologischen AML-Entstehung
(Deschler & Lubbert, 2006; Leone et al., 1999).
5.3 Diagnostische Relevanz hypermethylierter Genpromotoren
Eine Hypermethylierung von CpG-Inseln stellt nicht nur bei der AML ein häufiges
Phänomen dar, sondern auch bei anderen Tumorentitäten. Hypermethylierte DNA-
Biomarker könnten daher eine hoffnungsvolle Option für die Diagnostik maligner
Zellen verschiedenster Gewebe bieten. Die DNA-Marker lassen sich dabei einfach aus
Serum, Sputum, Urin, bronchoalveolärer Lavage sowie Biopsien von Lymphknoten,
Knochenmark und anderen Körpergeweben gewinnen. Neben einer unkomplizierten
Probengewinnung bieten DNA-Methylierungsmarker in der Diagnostik maligner
Neoplasien gegenüber RNA und Proteinen den Vorteil von Stabilität. Während
Mutationen von Patient zu Patient eine differente Position innerhalb eines Gens
aufweisen, besitzen DNA-Biomarker den Vorzug einer konstanten und damit einfach
nachzuweisenden Region aberranter Promotormethylierung in Genen (Galm et al.,
2006; Herman & Baylin, 2003; Lopez et al., 2009).
Da die methylierungsbedingte Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen ein frühes
Ereignis in der Kanzerogenese darstellt, könnte ein Screening aberranter CpG-Insel-
Hypermethylierung auch im Rahmen von Krebsvorsorgeuntersuchungen einen
besonderen Stellenwert besitzen. So könnten die beobachteten Hypermethylierungen
der Zellzyklusregulatoren p14 und p16 sowie des DNA-Reparaturgens O-6-
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Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) in kolorektalen Adenomen zum
frühen Nachweis prämaligner Läsionen eingesetzt werden (Esteller, 2007; Esteller,
2008; Lopez et al., 2009). Weitere potentielle Einsatzgebiete der DNA-
Methylierungsmarker könnten in der Einschätzung des metastatischen Potentials eines
Tumors liegen  sowie in der Nachsorge maligner Neoplasien. Die bei AML häufig
auftretende Hypermethylierung des Tumorsuppressorgens p15 könnte so als zusätzliche
Kontrolle zur Detektion eines Rezidivs verwendet werden. Auch die in dieser Studie
demonstrierte Hypermethylierung des GATA-4-Promotors könnte ihren klinischen
Einsatz in der Diagnostik einer AML haben.
Die Herausforderung der Verwirklichung dieses Ansatzes liegt jedoch in der
Schwierigkeit, hypermethylierte DNA-Marker mit einem hohen Grad an Sensitivität
und Spezifität zu identifizieren. Als problematisch erweisen sich daher Genpromotoren,
die bereits in normalem Gewebe einer mit fortschreitendem Alter ansteigenden
Methylierung unterliegen. Beispiele für altersabhängige hypermethylierte CpG-Inseln
stellen die Glutathion-S-Transferase 1 (GSTP1) im Prostatagewebe sowie der
Östrogenrezeptor (ER) im Kolon dar. Einerseits prädisponieren die hypermethylierten
Gene GSTP1 und ER zu einem Übergang in ein Prostata- bzw. Kolonkarzinom mit
weiterem Anstieg der Methylierungsfrequenz ihrer Promotoren, andererseits muss ihre
Existenz bei älteren Patienten aber noch nicht auf ein malignes Geschehen hinweisen
(Issa et al., 1994; Kwabi-Addo et al., 2007).
Um falsch positive Signale zu vermeiden, könnte man zur Detektion prämaligner
Läsionen auf DNA-Marker ausweichen, die weder einen altersabhängigen
Methylierungsanstieg noch eine aberrante Promotormethylierung in normalen Zellen
aufweisen. Außerdem sollte man vor dem Einsatz methylierter Gene für die Tumor-
diagnostik ihre biologische Rolle und damit ihre Eignung als Biomarker abklären sowie
zur Abschätzung ihrer diagnostischen Aussagekraft Untersuchungen an größeren
Patientenkollektiven durchführen.
5.4 Prognostisches Potential hypermethylierter Genpromotoren
Zytogenetische Aberrationen ermöglichen eine Klassifikation der AML in eine Gruppe
mit günstiger, intermediärer und schlechter Prognose hinsichtlich des Erreichens einer
CR oder des Gesamtüberlebens (Grimwade et al., 2001; Grimwade et al., 1998; Mrozek
et al., 2005). Eine weitere Unterteilung der großen Gruppe von AML-Patienten mit
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normalem Karyotyp erfolgt durch zahlreiche molekulargenetische Alterationen auf der
Basis von Genexpressionsanalysen in Mikroarraytechnik (Frohling et al., 2005;
Lowenberg, 2008; Mrozek & Bloomfield, 2006). Jedoch können auch innerhalb der
Vielzahl von molekularen AML-Subgruppen gleichzeitig genetische Mutationen
auftreten, die keine eindeutige Evaluation der Erkrankungsprognose erlauben. So
existiert zum Beispiel bei 40 % der AML-Patienten mit der prognostisch günstigen
NPM1-Mutation gleichzeitig eine FLT3-ITD-Alteration, die mit einem kürzeren
krankheitsfreien Überleben assoziiert ist. Hypermethylierte DNA-Marker könnten daher
eine wertvolle Ergänzung im Rahmen einer prognoseorientierten Klassifikation der
AML darstellen. Einen ersten Zusammenhang zwischen aberranter Promotor-
methylierung des Zellzyklusregulators p15 und einer   verkürzten Überlebenszeit
demonstrierte eine Studie an 38 AML-Patienten: Patienten mit methylierter p15-
Promotorsequenz wiesen bei Diagnosestellung ein medianes Überleben von 13 Monaten
auf im Gegensatz zur medianen Überlebenszeit von 21 Monaten bei Patienten mit
unmethyliertem p15-Promotor (Wong et al., 2000). Bei einem größeren AML-Kollektiv
in klinischer Remission korrelierten Agrawal et al. erhöhte ER- und p15-
Methylierungs-Level mit einem gesteigerten Rezidivrisiko und verringertem DFS
(Agrawal et al., 2007). Auch die Untersuchung von Kroeger und Kollegen konnte einen
Zusammenhang zwischen ansteigender p15-Methylierung und dem Auftreten eines
Rezidivs bestätigen (Kroeger et al., 2008). Allerdings existieren auch zahlreiche
Analysen hypermethylierter Genpromotoren, die keine prognostische Signifikanz bei
hämatopoetischen Neoplasien aufzeigen. In der vorliegenden Arbeit besaß die aberrante
Promotormethylierung von GATA-4 bei AML zum Beispiel keinen Aussagewert
bezüglich des Gesamtüberlebens des Patientenkollektivs. Für GATA-5 wiesen Fu et al.
jedoch beim Pankreaskarzinom einen Zusammenhang zwischen einer hypermethylierten
CpG-Inselregion und einem verkürzten Langzeitüberleben nach (Fu et al., 2007).
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass vor der Etablierung hypermethylierter
DNA-Biomarker als prognostischer Parameter noch weitere Analysen an großen
Patientengruppen erfolgen sollten.
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5.5 Therapeutische Relevanz hypermethylierter Genpromotoren als
Angriffspunkt epigenetischer Pharmaka
Mit einem medianen Erkankungsalter von 65 Jahren kann man die AML als eine
hämatologische Neoplasie des älteren Patienten bezeichnen (Deschler & Lubbert,
2006). Mehrere Studien konnten bisher signifikant geringere CR-Raten und ein
reduziertes DFS bei älteren Patienten belegen. Die schlechte Prognose älterer AML-
Patienten hat mehrere Ursachen: Zum einen besitzt ein älteres Patientenkollektiv
überproportional häufig einen ungünstigen Karyotyp mit Deletionen der Chromosomen
5 und 7,  der AML geht zudem oft ein MDS voraus. Des Weiteren weisen ältere
Patienten höhere Expressionslevel des multidrug resistance protein (MDR1)-Proteins
auf. Zusammen bedingen der ungünstige Karyotyp, das vorausgehende MDS sowie die
Hyperexpression des MDR1-Proteins ein vermindertes Ansprechen auf die
konventionelle Chemotherapie. Darüber hinaus erleiden ältere Patienten infolge der
chemotherapieinduzierten Neutropenie häufiger schwere lebensbedrohende Infektionen.
Aufgrund von Komorbiditäten und schlechtem Allgemeinzustand können jedoch viele
ältere Patienten nicht nach einem aggressiven Chemotherapieschema behandelt werden
(Appelbaum et al., 2006; Kantarjian et al., 2007; Laubach & Rao, 2008). Da
epigenetische Pharmaka mit einer verkürzten und weniger starken Myelosuppression
ein günstiges Nebenwirkungsspektrum aufweisen, bietet somit besonders das Kollektiv
älterer AML-Patienten eine Zielgruppe für die Behandlung mit demethylierenden
Pharmaka.
In der vorliegenden Arbeit ließen sich die demethylierenden Eigenschaften des
epigenetischen Pharmakons DAC in der hämatopoetischen Zelllinie Raji erneut
bestätigen: Bei allen 3 Genpromotoren von GATA-4, -5 und -6 konnte nach Inkubation
mit DAC eine partielle Demethylierung erreicht werden. Vor dem Hintergrund eines
klinischen Einsatzes des DNMT-Inhibitors DAC als Alternative zu einer aggressiven
Chemotherapie könnten weitere Studien den Methylierungsstatus der GATA-4, -5 und
-6-Transkriptionsfaktoren bei AML-Patienten nach DAC-Exposition prüfen.
Inzwischen liegt in den USA für AZA und DAC eine Zulassung zur Behandlung des
MDS sowie auf dem europäischen Markt zur Anwendung von AZA bei Patienten mit
MDS und AML mit einem Blastenanteil von 20-30 % und multilineärer Dysplasie vor
(Fenaux et al., 2009; Silverman & Mufti, 2005). Zahlreiche Studien konnten zuvor die
Erfolge einer AZA- und DAC-Therapie belegen. So wiesen Silverman und Kollegen in
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einer ersten Phase-III-Studie zum Einsatz von AZA bei MDS eine signifikante
Verlängerung des medianen Überlebens, einen deutlichen Aufschub bis zur
Transformation in eine AML und eine verbesserte Lebensqualität gegenüber den mit
supportiver Therapie behandelten Patienten nach (Silverman & Mufti, 2005). Eine
große internationale Phase-III-Studie belegte eine verlängerte Gesamtlebensdauer von
24,5 Monaten in der AZA-Gruppe versus 15 Monaten in der mit supportiver bzw.
konventioneller Chemotherapie behandelten Patienten-Gruppe. Darüber hinaus gelang
es, in der AZA-Gruppe bei 45 % der Patienten eine Unabhängigkeit von
Erythrozytentransfusionen sowie bei 42 % eine Unabhängigkeit von Thrombozyten-
transfusionen zu erreichen (Fenaux et al., 2009). Somit scheint die unter AZA-Therapie
erreichte Transfusionsunabhängigkeit entscheidend zur verbesserten Gesamtüberlebens-
dauer beizutragen. Auch eine weitere Phase-III-Analyse von Kantarjian et al. korrelierte
das Erreichen einer kompletten bzw. partiellen Remission unter DAC bei MDS-
Patienten mit einer Transfusionsunabhängigkeit von Erythrozyten und Thrombozyten
(Kantarjian et al., 2006a).
Allerdings kann der klinische Einsatz der DNMT-Inhibitoren AZA und DAC generell
nicht als unproblematisch betrachtet werden. Über den genauen Wirkmechanismus der
demethylierenden Pharmaka existieren bisher nur ungenaue Kenntnisse; zudem sind
AZA und DAC durch eine mangelnde Spezifität charakterisiert (Jost & Galm, 2007).
Durch ungezielte Aktivierung von onkogenen und proliferationsfördernden Effekten
besitzen demethylierende Agenzien somit potentielle karzinogene Eigenschaften.
Außerdem werden den demethylierenden Pharmaka zytotoxische Effekte zuge-
schrieben, die sich jedoch durch die Applikation niedriger Dosen reduzieren lassen.
Eine weitere Gefahr geht von der Tatsache aus, dass sich die hypomethylierende
Wirkung von AZA und DAC nicht nur auf die Promotoren von Tumorsuppressorgenen
erstreckt, sondern auch auf die physiologischen Methylierungsmuster einer Zelle.
Infolgedessen könnten durch Promotormethylierung supprimierte virale Sequenzen und
Transposons reaktiviert werden und damit zu einer Zellschädigung führen (Egger et al.,
2004; Esteller, 2008). Da AZA und DAC ihre demethylierende Wirkung nur in der
DNA-Synthesephase (S-Phase) entwickeln können, zeigen beide Substanzen eine
eingeschränkte Wirkung auf hypoproliferierende Zellen und können daher maligne
Stammzellen nur schwer erreichen (Issa, 2007). Ein weiterer Nachteil der
therapeutischen Anwendung von AZA und DAC stellt die Notwendigkeit einer
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dauerhaften Therapie dar, da nach Beendigung der Applikation beider Pharmaka eine
Rückkehr der aberranten Promotormethylierung resultiert (Herman & Baylin, 2003).
Um mögliche langfristige Nachwirkungen einer Therapie mit   demethylierenden
Pharmaka besser abschätzen zu können, sollte man das mit AZA oder DAC behandelte
Patientenkollektiv engmaschig überwachen. Zur Verbesserung der Spezifität der
demethylierenden Agenzien werden außerdem in Zukunft weitere Analysen zur
Detektion des genauen Wirkmechanismus von AZA und DAC notwendig sein.
5.6 Ausblick
DNA-Methylierung und Histonmodifikationen interagieren in einem epigenetischen
Netzwerk zur Regulation der Chromatinstruktur und Transkriptionsaktivität (Galm et
al., 2006; Jost & Galm, 2007). Die klinische Applikation von Inhibitoren der DNMTs
und HDACs stellt ein wirkungsvolles therapeutisches Konzept in der Behandlung
hämatopoetischer Neoplasien dar. Die Zukunft weiterer Forschung könnte daher in der
Entwicklung noch spezifischerer zielgerichteter demethylierender Agenzien und
HDAC-Inhibitoren liegen. Auch die Histonmethylierung als weiterer epigenetischer
Regulationsmechanismus bietet zusätzliche Optionen für eine epigenetische Therapie
maligner Neoplasien.
Das komplexe epigenetische Netzwerk wird zusätzlich durch mikro-RNAs und Proteine
der Polycomb-Gruppe ergänzt, die ebenfalls wichtige Biomarker für die Diagnostik,
Prognostik und Therapie maligner Erkrankungen darstellen. Saito und Kollegen zeigten
in einer Studie nach Behandlung mit demethylierenden und hypoacetylierenden
Substanzen eine verstärkte Genexpression von miRNA-127, die in der Folge eine
Deregulation des Protoonkogens Bcl-6 bewirkte (Saito et al., 2006). Hackanson et al.
unterstrichen die Relevanz von miRNAs als wichtige Indikatoren zur Vorhersage eines
Therapieansprechens auf epigenetische Pharmaka: Nach Behandlung mit DAC
reduzierte die aktivierte miRNA-124a die Genexpression des differenzierungs-
induzierenden Transkriptionsfaktors C/EBP (Hackanson et al., 2008). Eine andere
Studie von Garzon und Kollegen assoziierte hohe Expressionslevel von miRNA-191
und miRNA-199a mit vermindertem Gesamt- sowie krankheitsfreiem Überleben bei
AML-Patienten (Garzon et al., 2008). Weiterhin ließ sich eine niedrige Expression des
Polycomb-Gruppe-Proteins HOXA4 mit einem kürzeren Gesamtüberleben bei AML-
Patienten mit normalem Karyotyp verbinden (Grubach et al., 2008). Somit ergeben sich
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mit miRNAs und Proteinen der Polycomb-Gruppe neue Angriffspunkte für
epigenetische Pharmaka.
Der mehrschrittige Prozess der Kanzerogenese wird neben dem Zusammenwirken
verschiedener epigenetischer Mechanismen jedoch auch durch genetische Alterationen
bestimmt. Eine Mutationsanalyse der Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 bei
AML wäre daher eine sinnvolle Ergänzung zur Evaluation eines Zusammenhangs
zwischen genetischen und epigenetischen Veränderungen in der Pathogenese der AML.
Epigenetische Veränderungen scheinen insgesamt einen frühen Schritt in der Tumor-
entstehung darzustellen, der nachfolgend genetische Veränderungen nach sich zieht
(Galm et al., 2006; Jones & Baylin, 2007). So konnten Derks und Kollegen in der
Entwicklung des Kolonkarzinoms eine aberrante Promotormethylierung von u.a.
GATA-4 und -5 bereits bei frühen Adenomen ohne chromosomale Alterationen
nachweisen (Derks et al., 2006). Demethylierende Substanzen könnten folglich als
Vorphasetherapie vor dem Einsatz konventioneller Chemotherapeutika zum
Tumordebulking auch bei soliden Neoplasien eingesetzt werden, bei denen eine
alleinige Applikation epigenetischer Pharmaka bisher wenig Erfolg zeigte (Lopez et al.,
2009). Die Abbildung 6.1 verdeutlicht das Zusammenwirken von Genetik und
Epigenetik:
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Abbildung 6.1: Die Abbildung zeigt die Interaktion von Epigenetik (lila Unterlegung ) und Genetik
(blaue Unterlegung) in der Kanzerogenese. Epigenetische Alterationen werden durch DNA-
Methylierung (inhibiert durch AZA und DAC), durch Histondeacetylierung (inhibiert durch
Valproinsäure, SAHA, Depsipeptid und MS-275), durch RNA-Interferenz sowie durch Proteine der
Polycombgruppe vermittelt. Genetische Alterationen, die zur Kanzerogenese beisteuern, sind Mutation,
Deletion und Translokation (modifiziert nach Jost & Galm, 2007).
Nachdem 2001 im Human Genome Project bereits die Sequenz des genetischen Codes
entschlüsselt wurde, steht mit der Entwicklung von CpG-Insel- und Promotor-
Mikroarrays nun der Weg offen zur Detektion des epigenetischen Codes in einem
Human Epigenome Project. Mit der Entdeckung weiterer hypermethylierter Gen-
promotoren lassen sich neue Erkenntnisse in Bezug auf die Pathophysiologie maligner
Erkrankungen gewinnen. Als Ziel könnte für jeden Tumor ein eigenes epigenetisches
Profil erarbeitet werden.
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6. Zusammenfassung
Die GATA-4, -5 und -6-Gengruppe charakterisiert ihre Rolle als Regulatoren von
Proliferation und Differenzierung endo- und mesodermaler Gewebe. Trotz Hinweisen
auf eine Beteiligung von GATA-4 und -6 in der Hämatopoese existieren bisher lediglich
Methylierungsanalysen der GATA-4, -5 und -6-Transkriptionsfaktoren bei soliden
Tumoren. Die vorliegende Arbeit bot daher die interessante Möglichkeit, auf der Basis
von MSP-Analysen die Relevanz einer aberranten Promotormethylierung der
Transkriptionsfaktoren GATA-4, -5 und -6 in der Pathogenese der AML zu
untersuchen. Eine aberrante Methylierung der GATA-4-Promotorregion ließ sich in
20,5 % der 73 AML-Patientenproben nachweisen. Die Methylierungsfrequenzen der
GATA-5 und -6-Promotorregionen lagen bei 1,4 % bzw. 2,7 %. Die mit 20,5 % höchste
Methylierungsfrequenz von GATA-4 deutet darauf hin, dass eine methylierungs-
bedingte Inaktivierung von GATA-4 den Differenzierungsblock myeloischer Blasten
verstärken und damit einen Beitrag zur malignen Transformation des hämatopoetischen
Zellklons bei der AML leisten könnte. Die FAB-Subtypen M1 und M4 wiesen
überwiegend eine unmethylierte GATA-4-Promotorregion auf, so dass eine
epigenetische Veränderung von GATA-4 hier weniger eine pathogenetische Bedeutung
zu haben scheint. Weiterhin stellte die vorliegende Arbeit einen Trend zu einer inversen
Korrelation zwischen dem Patientenalter und dem Methylierungsstatus der GATA-4-
Promotorregion heraus. Dieser potentielle Zusammenhang sollte jedoch in Studien mit
größeren Patientenkollektiven evaluiert werden.
Nachdem bisher zahlreiche klinische Studien zum Einsatz der demethylierenden
Pharmaka AZA und DAC vielversprechende Erfolge in der Behandlung von AML- und
MDS-Patienten aufzeigen konnten, wurde in dieser Arbeit neben einer Methylierungs-
analyse hämatopoetischer Zelllinien der Einfluss von DAC auf den GATA-4, -5 und -6-
Methylierungsstatus der Zelllinie Raji überprüft. Für alle 3 GATA-
Transkriptionsfaktoren konnte eine partielle Demethylierung der Promotorregion in der
hämatopoetischen Zelllinie Raji demonstriert werden.
Eine aberrante Methylierung der GATA-4, -5 und -6-Promotoren könnte folglich als
Biomarker für die Diagnostik, Prognostik und Therapie der AML eingesetzt werden.
Zur Evaluation eines Zusammenhangs epigenetischer und genetischer Alterationen in
der Pathogenese der AML könnte eine Analyse von Mutationen der GATA-4, -5 und
-6-Transkriptionsfaktoren beitragen.
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7. Anhang
7.1 Abkürzungsverzeichnis
ALL akute lymphatische Leukämie
ANF atrial natriuretic factor AML
akute myeloische Leukämie
APL akute Promyelozytenleukämie
Ara-C Cytarabin
ARF alternate-reading frame
AS Aminosäure
ATRA All-trans-Retinsäure
AZA 5-Azacytidin
BAALC brain and acute leukemia cytoplasmatic
BCP B-cell progenitor
BNF brain natriuretic peptide
CARP cardiac-restricted ankyrine repeat protein
C/EBP CCAAT/enhancer-binding protein alpha
CBF core-binding factor
CDX2 caudal-related homeobox 2
CIMP CpG-Insel-Methylierungsphänotyp
CLL chronische lymphatische Leukämie
CLP common lymphoid progenitor
CML chronische myeloische Leukämie
CMP common myeloid progenitor
CR komplette Remission
CRBP cellular retinol-binding protein
CRD komplette Remissionsdauer
DAC 5-Aza-2`-desoxycytidin, Decitabine
Dab 2 disabled 2
DAPK death-associated protein kinase
DFS disease-free survival
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNMT DNA-Methyltransferase
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dNTP Desoxynucleotidtriphosphat
E Extinktion
EP erythroid progenitor
EPO Erythropoetin
ER estrogen-receptor
ERG ets-related gene
ERMA enzymatischer regionaler Methylierungsassay
FAB French-American-British
FABH fatty acid-binding protein
FBS fetal bovine serum
FDA food and drug administration
FISH fluorescence in situ hybridization
FLT3 FMS-like Tyrosinkinase 3
FOG friend of GATA
GATA GATA-binding protein
G-CSF granulocyte colony-stimulating factor
GM-CSF granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
GMP granulocyte/macrophage progenitor
GP granulocyte progenitor
GSTP1 Glutathion-S-Transferase 1
HAT Histonacetyltransferasen
Hb Hämoglobin
HDAC Histondeacetylasen
HIC hypermethylated in cancer
HiDAC high-dose Ara-C
HMT Histonmethyltransferasen
HNF hepatocyte nuclear factor
HOX homeobox
HSC hämatopoetische Stammzelle
IL Interleukin
ITD interne Tandemduplikation
IVD in-vitro-methylierte DNA
JAK Janus Kinase
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JMD Juxtamembran-Domäne
KM Knochenmark
LDH Laktatdehydrogenase
LPH Laktase-Phlorizin Hydrolase
MBP Methylcytosin-bindendes Protein
M-CSF macrophage colony-stimulating factor
MDR1 multi drug resistance 1
MDS Myelodysplastisches Syndrom
MEF myocyte enhancer factor
MEP megakaryocytic and erythrocytic progenitor
MgCl2 Magnesiumchlorid
MGMT Methylguanin-DNA-Methyltransferase
MHC myosin-heavy chain
miRNA microRNA
MIS mullerian-inhibiting substance
MkP megakaryocytic progenitor
MLC myosin-light chain
MLL mixed lineage leukemia/lymphoma
MM Multiples Myelom
MP monocyte progenitor
mRNA messenger RNA
Ms-SnuPE methylation-sensitive single nucleotide primer
extension
MSP methylierungsspezifische Polymerase-
Kettenreaktion
NFATc4 nuclear factor of activated T-cells-c4
NH4Ac Ammoniumacetat
(NH4)2SO4 Ammoniumsulfat
N-CoR nukleärer Korepressor
NHL Non-Hodgkin-Lymphom
NK natural killer
NKP natural killer cell progenitor
NLS nuclear localization sequence
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NN Nebenniere
NPM1 Nucleophosmin
NTP Nukleosidtriphosphat
OD optische Dichte
OS overall survival
PB peripheres Blut
PBMNC peripheral blood mononuclear cells
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PLT platelets
PTD partielle Tandemduplikation
RAR Retinsäurerezeptor
Rb Retinoblastom
RNA Ribonukleinsäure
SAHA Suberoylanilid-Hydroxamsäure
SCF stem cell factor
SF1 steroidogenic factor 1
SI Sukrase-Isomaltase
SOCS suppressor of cytokine signaling
SP surfactant protein
SRF serum response factor
StAR steroidogenic acute regulatory protein
STAT signal transducer and activator of transcription
SZT Stammzelltransplantation
TA Transkriptionelle Aktivatoren
TAD Transkriptionsaktivierungsdomäne
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Taq Thermus aquaticus
TBX T-box transcription factor
TCP T-cell progenitor
TF Transkriptionsfaktor
Th T-Helferzellen
TKD Tyrosinkinase-Domäne
Tm Schmelztemperatur
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TNK T-Zellen und Natural-Killer-Zellen
TPO Thrombopoetin
TR Transkriptionelle Repressoren
TSA Trichostatin A
TTF trefoil factor family
TTF thyroid transcription factor
VPA Valproic acid
VHL von Hippel-Lindau
WBC white blood cells
WHO World Health Organization
Zn Zinkfingerdomäne
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